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 RESUMO 
O gastrópode antártico Nacella concinna habita a zona entremarés da Antártica, 
uma região naturalmente instável, que apresenta flutuações termo-salinas diárias, 
além de ser vulnerável à ação de contaminantes de origem antrópica, como o 
despejo de efluentes de esgoto de estações científicas e navios. Somado a isso, os 
organismos que habitam essa região precisam lidar com os níveis naturalmente 
elevados de metais pesados. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo 
avaliar as respostas fisiológicas de N. concinna à variações termo-salinas de curto 
prazo, bem como verificar o efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante 
Ferraz (EACF) sobre o metabolismo energético, nitrogenado e defesa antioxidante 
desse molusco. Também objetivamos avaliar o efeito direto de metais pesados 
sobre a atividade da arginase branquial e do pé muscular de N. concinna, bem como 
a distribuição tecidual e subcelular dessa enzima. Os bioensaios de temperatura e 
salinidade, ao longo do tempo, mostraram que o aquecimento e hipossalinidade 
modulam a defesa antioxidante, basicamente os níveis de SOD e G6PDH, de forma 
tecido-específica. No estresse hipossalino e térmico de curta duração, a defesa 
antioxidante glandular de N. concinna foi eficaz em prevenir lesões oxidativas em 
lipídeos e proteínas. O aquecimento é capaz de modular positivamente o 
metabolismo anaeróbio do pé muscular desse gastrópode. Contudo, nas brânquias, 
enquanto o aquecimento não modulou as enzimas do metabolismo energético, a 
hipossalinidade induziu resposta metabólica aeróbica. O estresse hipossalino elevou 
os níveis de AST e GDH no pé muscular, sugerindo a participação dessas enzimas 
na regulação osmótica desse tecido. Também foram observadas interações entre 
temperatura, salinidade e tempo, capazes de modular os níveis das enzimas 
analisadas nos três tecidos. Os níveis de ARG cerca de duas vezes superiores aos 
de ODH no pé muscular de N. concinna sugere a participação de ARG no 
catabolismo de L-arginina, durante a decomposição do “tampão energético” fosfo-L-
arginina. Apesar de ser considerado um bom biomonitor, a complexidade das 
respostas metabólicas de N. concinna, frente ao aquecimento e hipossalinidade, 
sugerem cautela na utilização dessas respostas como biomarcadores de mudanças 
naturais e antrópicas. Em relação ao efeito do esgoto, a indução de SOD, GST e 
CAT na glândula digestiva foi eficaz em prevenir danos oxidativos em lipídeos, mas 
não em proteínas na diluição de esgoto a 0,05% (v/v). A exposição ao esgoto foi 
capaz de elevar o potencial gerador de ATP aeróbio e anaeróbio das brânquias. Já 
no pé muscular o esgoto modulou positivamente a PFK, enzima reguladora da via 
glicolítica. Os estudos com metais pesados mostraram que as arginases branquial e 
do pé muscular de N. concinna apresentam características cinéticas distintas quanto 
ao KM e ação de cátions de metais pesados. Tanto a arginase branquial como a do 
pé muscular estão localizadas prioritariamente na fração citosólica dos tecidos. 
Também ficou evidente que as arginases das brânquias e do pé muscular são 
resistentes à inibição por cobre, o que sugere uma adaptação metabólica desse 
gastrópode, que pode ter contribuído para a ocupação de nichos naturalmente ricos 
em metais pesados. 
Palavras-chave: Nacella concinna. Antártica. Temperatura. Salinidade. Esgoto. 
Metais.  
 
 
	
ABSTRACT 
The antarctic gastropod Nacella concinna inhabits the intertidal zone of Antarctica, a 
naturally unstable region that exhibits daily thermo-saline fluctuations, besides being 
vulnerable to the action of contaminants of anthropic origin, such as the discharge of 
sewage effluents from scientific stations and ships. In addition, organisms living in 
this region must deal with naturally high levels of heavy metals. In this context, the 
present study aimed to evaluate the physiological responses of N. concinna to short-
term thermo-saline variations, as well as to verify the effect of the Anarctic Station 
Comandante Ferraz (EACF) sewage on energy and nitrogen metabolism and 
antioxidant defense of this mollusk. We also aimed to evaluate the direct effect of 
heavy metals on the activity of the branchial and foot muscle arginase of N. 
concinna, as well as the tissue and subcellular distribution of this enzyme. 
Temperature and salinity bioassays, over time, have shown that heating and 
hyposalinity modulate the antioxidant defense, basically the levels of SOD and 
G6PDH, in a tissue-specific way. In short-term hyposaline and thermal stress, the 
antioxidant glandular defense of N. concinna was effective in preventing oxidative 
lesions in lipids and proteins. Heating is able to positively modulate the anaerobic 
metabolism of the foot muscle of this gastropod. However, in the gills, while heating 
did not modulate the enzymes of energy metabolism, hyposalinity induced an aerobic 
metabolic response. Hyposaline stress increased AST and GDH levels in the foot 
muscle, suggesting the participation of these enzymes in the osmotic regulation of 
this tissue. It was also observed interactions between temperature, salinity and time 
capable of modulating the levels of the enzymes analyzed in the three tissues. ARG 
levels about twice higher than that of ODH in the foot muscle of N. concinna suggest 
the participation of ARG in L-arginine catabolism during the decomposition of the 
phospho-L-arginine "energy buffer". In spite of being considered a good biomonitor, 
the complexity of N. concinna metabolic responses to heating and hyposalinity 
suggests caution in the use of these responses as biomarkers of natural and 
anthropogenic changes. Regarding the effect of the sewage, the induction of SOD, 
GST and CAT in the digestive gland was effective in preventing oxidative damage in 
lipids, but not in proteins in the dilution of 0.05% (v/v) of sewage. Exposure to the 
sewage was able to raise the aerobic and anaerobic ATP generating potential of the 
gills. In the foot muscle, the sewage positively modulated PFK, a glycolytic pathway 
regulating enzyme. Studies with heavy metals have shown that the branchial and foot 
muscle arginases of N. concinna have different kinetic characteristics regarding KM 
and action of heavy metal cations. Both the branchial and foot muscle arginases are 
located primarily in the cytosolic fraction of the tissues. It was also evident that the 
arginases of the gills and of the foot muscle are resistant to inhibition by copper, 
suggesting a metabolic adaptation of this gastropod, which may have contributed to 
the occupation of niches naturally rich in heavy metals. 
Keywords: Nacella concinna. Antarctica. Temperature. Salinity. Sewage. Metals. 
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RNA Ácido Ribonucleico (Ribonucleic Acid) 
ROS Espécies Reativas de Oxigênio (Reactive Oxygen Species) 
S Salinidade ou Substrato 
SECIRM Secretaria da Comissão Interministerial para Recursos do Mar 
SDH Estrombina Desidrogenase (Strombine Dehydrogenase) 
SOD Superóxido Dismutase  
T Temperatura 
TCA Ciclo do Ácido Cítrico (Tricarboxylic Acid Cycle) 
To Tempo 
TPI Triose-fosfato Isomerase (Triose phosphate Isomerase) 
U Unidade Internacional de Enzimas 
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UNITAU Universidade de Taubaté 
UV Ultra violeta 
V Velocidade 
v/v Volume/Volume 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 SUMÁRIO 
1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 21 
1.1.  Paleoclimatologia da Antártica e história de ocupação humana ..................... 21 
1.2.  Ação antrópica na Antártica ............................................................................. 26 
1.3.  Zona entremarés: desafios constantes para a manutenção da vida ............... 30 
1.4.  Nacella concinna ............................................................................................. 36 
1.5.  Metais pesados, arginase e Nacella concinna ................................................ 42 
1.6.  Metabolismo energético, nitrogenado e defesa antioxidante  
 em N. concinna ................................................................................................ 44 
2. OBJETIVOS .......................................................................................................... 50 
3. MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................................... 51 
3.1.  Coleta de material biológico ............................................................................ 51 
3.2.  Dissecção e obtenção de tecidos .................................................................... 52 
3.3.  Bioensaios ....................................................................................................... 53 
3.3.1. Efeito da condição termo-salina-tempo sobre o  
metabolismo de N. concinna .................................................................. 53 
3.3.2. Efeito do esgoto da EACF sobre o  
metabolismo de N. concinna .................................................................. 55 
3.3.3. Referencial da natureza .......................................................................... 57 
3.4. Obtenção de homogeneizados e frações subcelulares ................................... 57 
3.4.1. Localização subcelular de arginase ........................................................ 57 
3.4.2. Distribuição tecidual das arginases e estudos cinéticos ......................... 58  
3.4.3. Bioensaios e referencial da natureza ..................................................... 58 
3.5.  Procedimentos analíticos ................................................................................ 59 
3.5.1. Atividade argininolítica ............................................................................ 59 
3.5.2. Metabolismo energético e nitrogenado ................................................... 60 
3.5.3. Enzimas da defesa antioxidante ............................................................. 63 
3.5.4. Peroxidação lipídica ................................................................................ 64 
3.5.5. Carbonilação proteica ............................................................................. 64 
3.5.6. Determinação de proteínas totais ........................................................... 65 
3.6. Análise de dados .............................................................................................. 65 
3.6.1. Cinética enzimática ................................................................................. 65 
3.6.2. Análises estatísticas ............................................................................... 65 
3.7. Definição de termos e temperaturas ................................................................ 66 
3.7.1. Fatores que influenciam a atividade enzimática tecidual ....................... 67 
3.7.2. Validação de métodos ............................................................................ 68 
4. RESULTADOS ...................................................................................................... 76 
4.1. Efeito do aquecimento e da baixa salinidade sobre 
o metabolismo de Nacella concinna ao longo do tempo .................................. 76 
4.1.1. Defesa antioxidante ................................................................................ 76 
4.1.2. Metabolismo energético e nitrogenado ................................................... 80 
4.2. Efeito do esgoto da EACF sobre  
o metabolismo de Nacella concinna ................................................................. 88 
4.2.1. Defesa antioxidante ................................................................................ 88 
4.2.2. Metabolismo energético e nitrogenado ................................................... 92 
	
4.3. Caracterização das arginases de Nacella concinna ......................................... 99 
4.3.1. Localização tecidual e subcelular de  
arginases em N. concinna ...................................................................... 99 
4.3.2. Saturação das arginases de N. concinna por L-arginina ...................... 100 
4.3.3. Efeito de cátions metálicos sobre a atividade argininolítica .................. 101 
5. DISCUSSÃO ....................................................................................................... 104 
5.1. Efeito de temperatura e salinidade ao longo do tempo .................................. 104 
5.1.1. Defesa antioxidante ............................................................................... 104 
5.1.2. Metabolismo energético e nitrogenado ................................................. 110 
5.2. Efeito de esgoto .............................................................................................. 119 
5.2.1. Defesa antioxidante ............................................................................... 120 
5.2.2. Metabolismo energético e nitrogenado ................................................. 123 
5.3. Caracterização das arginases de Nacella concinna ....................................... 127 
5.3.1. Localização tecidual e sucelular de  
arginases em N. concinna .................................................................... 127 
5.3.2. Saturação das arginases de N. concinna  
por L-arginina ........................................................................................ 128 
5.3.3. Efeito de cátions metálicos sobre a atividade argininolítica .................. 130 
6. CONCLUSÕES ................................................................................................... 137  
7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................... 139 
 
21 
1. INTRODUÇÃO 
 Devido ao isolamento físico e condições climáticas extremas, a Antártica é 
atualmente considerada o último grande deserto intocado pela ação antrópica 
(BARGAGLI, 2008). O isolamento biogeográfico da Antártica e do Oceano Austral, 
ocasionado pelo surgimento da Corrente Circumpolar Antártica (ACC), bem como 
pela presença de bacias oceânicas profundas (BRANDT et al., 2007; GRIFFITHS, 
2010), resultou em um grande endemismo de espécies bentônicas marinhas na 
região, que apresentam uma história evolutiva única (CLARKE et al., 2005), com 
adaptações extremas à temperatura baixa e estável, bem como aos níveis 
naturalmente elevados de metais pesados, especialmente na Península Antártica e 
ilhas adjacentes. 
 Contudo, nos últimos anos, o aumento expressivo do contingente humano 
na Antártica têm suscitado diversos questionamentos quanto aos impactos 
antrópicos sobre a fauna e a flora marinhas. Pouco se conhece sobre as respostas 
metabólicas de invertebrados antárticos frente aos desafios adaptativos inerentes da 
região, bem como sobre as respostas desses organismos aos desafios à 
manutenção da vida impostos pelos impactos antrópicos locais. 
1.1. Paleoclimatologia da Antártica e história de ocupação humana 
 A Antártica atingiu a sua atual posição polar entre 120 a 100 milhões de 
anos atrás (MICHAUX, 2009). Contudo, estudos com plantas e animais fossilizados 
mostraram que o clima daquela época era temperado (VERDE et al., 2006; 
TURNER et al., 2009), onde as temperaturas médias dos meses mais frios 
superavam os 10 oC, apesar da escuridão do inverno polar (PROSS et al., 2012). A 
queda gradativa da temperatura global teve início há cerca de 42 milhões de anos e 
foi acompanhada por ciclos de glaciação, que levaram ao desaparecimento da 
vegetação na maior parte do continente, e ao desenvolvimento de uma criosfera 
(SIEGERT & FLORINDO, 2008; PROSS et al., 2012).  
 As glaciações Antárticas são pouco compreendidas, mas dois eventos que 
ocorreram durante o Eoceno/Oligoceno, há cerca de 34 milhões de anos, 
contribuíram para redução expressiva da temperatura na Antártica e promoveram 
uma das maiores reorganizações climáticas do planeta (CLARKE & JOHNSTON, 
1996; DECONTO & POLLARD, 2003).  
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 As aberturas tectônicas das passagens da Tasmânia (Antártica – Austrália) 
e de Drake (Antártica – América do Sul), separaram fisicamente a Antártica dos 
demais continentes (KENNETT, 1977) e criaram-se as condições para o surgimento 
de uma forte corrente oceânica superficial, denominada de Corrente Circumpolar 
Antártica (ACC; figura 1), que passou a fluir do oeste para o leste, sem qualquer 
barreira continental (BARRETT, 2003; LAGABRIELLE et al., 2009; TURNER et al., 
2009). A redução na troca de calor entre o oceano Austral e as águas quentes da 
região equatorial, resultou em uma condição climática que resfriou ainda mais a 
Antártica (KENNETT, 1977; BARRETT, 2003; VERDE et al., 2008).  
 O segundo evento envolveu redução expressiva do CO2 atmosférico (40%) 
antes e durante a glaciação da Antártica. O declínio desse gás na atmosfera reduziu 
drasticamente o efeito estufa e precipitou as mudanças climáticas, acelerando ainda 
mais o resfriamento e aumentando a espessura do manto de gelo antártico 
(DECONTO & POLLARD, 2003; ROYER, 2006; LAGABRIELLE et al., 2009; 
PAGANI et al., 2011).  
 A Antártica é cerca de uma vez e meia maior do que o Brasil, apresenta um 
litoral com 40.000 km de extensão (CLARKE & ARNTZ, 2006; ALLISON et al., 
2009), sendo que, no continente, a espessura média da camada de gelo é 2 km e a 
máxima ultrapassa 4,5 km em alguns pontos. Cerca de 99% da sua superfície 
permanece permanentemente coberta por gelo, o que ocupa um volume de 25,4 
milhões km3, e representa o maior reservatório de água doce do planeta (BARKER 
et al., 2007; BARGAGLI, 2008). O continente Antártico é considerado o mais frio e 
seco do planeta, (TURNER, 2015), tendo sido registrada pelo satélite Landsat 8 da 
NASA, em agosto de 2010, a temperatura de -93,2 oC no Dome Argus. Além de ser 
a temperatura mais baixa do planeta, ela é cerca de 25 oC mais baixa do que a 
menor temperatura determinada em regiões permanentemente habitadas pelo 
homem (NEMIROFF & BONNELL, 2010). 
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Figura 1. Isolamento físico do oceano austral pela Corrente Circumpolar Antártica (ACC). A 
linha preta representa a média temporal do posicionamento da ACC no período de 2002 à 
2014. Os contornos em branco representam o desvio padrão. Fonte: adaptado de Freeman 
et al. (2016). 
 O isolamento geográfico e as condições climáticas extremas da Antártica 
impediram o estabelecimento de uma população humana nativa, bem como levaram 
ao descobrimento tardio dessa região e, consequentemente, a uma história recente 
de ocupação humana (CORSOLINI, 2009). Apesar dos primeiros registros históricos 
de expedições antárticas datarem do século XVI, as atividades humanas na 
Antártica se intensificaram a partir do século XVIII, tendo esse período sido marcado 
pela caça de focas e elefantes marinhos em ilhas antárticas e subantárticas, levando 
algumas espécies ao limiar da extinção. Essas atividades permaneceram até 
meados do século XX, quando então a caça de baleias, iniciada no século XIX, se 
tornou a principal atividade comercial, levando algumas espécies quase à extinção. 
No final do século XIX e início do século XX, enquanto a exploração de recursos 
naturais permanecia concentrada nas ilhas antárticas e subantárticas, exploradores 
de diversas nações começaram a desbravar o continente e deram início à “Era 
Heroica”, marcada pela exploração geográfica e estudos científicos da Antártica (TIN 
et al., 2014). O contingente humano e as atividades científicas na Antártica  
aumentaram substancialmente por ocasião do Ano Geofísico Internacional de 
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1957/58 (IGY). Mais de uma dezena de estações científicas (McMurdo e Amundsen-
Scott dos Estados Unidos, Vostok da antiga União Soviética, dentre outras) foram 
construídas, e cerca de 5.000 pessoas foram deslocadas para região no período de 
julho de 1957 e dezembro de 1958.  
 O sucesso da colaboração científica levou à criação do Conselho Científico 
de Pesquisa Antártica (Scientific Committee on Antarctic Research; SCAR), que 
passou a atuar na sugestão de políticas científicas para região. A cooperação 
científica também abriu caminho para a assinatura do Tratado da Antártica, em 1o de 
dezembro de 1959, criando um continente livre de armas nucleares e aberto para 
ciência. Posteriormente, em 1961, o Tratado foi ratificado pelos 12 membros 
signatários, em reunião realizada em Washington (WEXLER, 1956; 
SUMMERHAYES, 2008). Assim, a intensa exploração comercial da Antártica, que 
perdurou até 1959, sofreu forte restrição, e as atividades humanas ficaram limitadas 
às instalações científicas e aos navios científicos, de pesca e turismo (COHEN, 
2002; TIN et al., 2014).   
 A despeito das restrições impostas pelo Tratado, a presença humana na 
região continuou aumentando nos anos subsequentes. A preocupação com a 
preservação ambiental só começou a ficar evidente na década de 70, quando as 
partes consultivas do Tratado da Antártica reconheceram a necessidade de proteger 
essa região da interferência humana. Assim, em 1991, um amplo protocolo de 
proteção ambiental (Protocolo de Madrid) foi aprovado, recomendando o 
gerenciamento de resíduos e ressaltando a importância da pesquisa científica 
direcionada para o monitoramento ambiental. O Protocolo é composto por seis 
anexos, e estabelece regras para avaliação de impacto ambiental, conservação da 
fauna e flora, manejo e gerenciamento de lixo e esgoto, prevenção da poluição 
marinha e manejo de áreas de proteção, como as Áreas Antárticas Especialmente 
Gerenciadas (ASMAs). 
 Apesar das recomendações do Protocolo de Proteção Ambiental, nas 
últimas décadas, a expansão das atividades científicas e do turismo na Antártica, 
tem suscitado preocupações quanto aos impactos de poluentes sobre os 
ecossistemas antárticos (LURMAN et al., 2010). A Antártica é considerada a região 
mais preservada do planeta e uma das últimas fronteiras selvagens. Também é 
considerada um laboratório natural único para estudos de processos evolutivos que 
25 
moldaram a diversidade biológica atual, além de fornecer pistas sobre as inter-
relações do genoma com a fisiologia e ecologia, considerando que esse ambiente se 
encontra no limite das condições físicas capazes de sustentar a vida (CLARKE et al., 
2007; FARRENY et al., 2011).  
 A presença humana é muito evidente na Península Antártica e Ilhas 
adjacentes devido às condições climáticas mais favoráveis e ao descongelamento 
da superfície do mar durante o verão austral, o que facilita a navegação. Localizada 
em menor latitude, essa região apresenta  temperaturas de verão frequentemente 
acima de 0ºC, de modo que esta é a única parte da Antártica que experimenta 
derretimento de gelo substancial durante o verão austral (TURNER et al., 2009).  
 A Ilha Rei George é a maior do Arquipélago das Shetlands do Sul, com 
cerca de 80 km na sua extensão máxima (figura 2). Posicionada no extremo norte da 
Península Antártica, está a cerca de 960 km do Cabo Horn (extremo sul da América 
do Sul) e 129,5 km da Península Antártica (LIU et al., 2015). O clima da região é 
tipicamente marítimo, com frequente cobertura de nuvens e alta humidade relativa 
do ar (KEJNA, 2008). O verão austral, entre novembro e março, é o período mais 
quente do ano, com temperaturas positivas do ar que variam entre 0 a 10 ºC 
(KEJNA, 1999; SETZER et al., 2004) e média anual, registrada no período entre 
1947 e 1995, de -2,8 ºC (FERRON et al., 2004).  
 Dos 1.150 km2 da Ilha Rei George, 90% permanece permanentemente 
coberto por gelo (AGHMICH et al., 2016). Contudo, durante o verão austral, as 
regiões costeiras ficam livres de gelo. A Área Antártica Especialmente Gerenciada 
(ASMA#1) da Baía do Almirantado, com 362 km2 (BRAUN et al., 2001), inclui a 
maior Baía da Ilha Rei George e do Arquipélago das Shetlands do Sul (RAKUSA-
SUSZCZEWSKI, 1995), e nela se localizam instalações científicas de cinco países, 
incluindo a Estação Antártica Comandante Ferraz (EACF) do Brasil. 
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Figura 2. Localização geográfica da Ilha Rei George e da Área Especialmente Gerenciada 
da Baía do Almirantado (ASMA#1). Fonte: extraído de Arigony-Neto et al. (2004). 
 Por ser visitada constantemente por navios de turismo e pesca, bem como 
por possuir diversas instalações científicas, que demandam suporte logístico, a Ilha 
Rei George tem sido alvo de diversos estudos relacionados aos impactos da ação 
antrópica, em especial no infralitoral raso e zona entremarés. 
1.2. Ação antrópica na Antártica  
 A Antártica é geralmente referida como um local remoto e hostil, bem como 
símbolo da última grande fronteira selvagem intocada pela perturbação humana. 
Contudo, assim como outros locais remotos do planeta, a Antártica também está 
sujeita aos impactos antrópicos local e global (BARGAGLI, 2008). A presença de 
poluentes orgânicos persistentes (POPs) na biota local (LANA et al., 2014; 
WOLSCHKE et al., 2015; CINCINELLI et al., 2016; COLABUONO et al., 2016; 
MONTONE et al., 2016), atmosfera (KHAIRY et al., 2016) e neve (VECCHIATO et 
al., 2015; KHAIRY et al., 2016) tem sido reportada na Antártica e ilhas adjacentes da 
Península Antártica. A rota atmosférica tem sido considerada a principal fonte de 
poluição por POPs (MONTONE et al., 2003). 
 O impacto antrópico local decorre, primariamente, da presença de navios e 
instalações científicas. Nos últimos anos, o turismo e o contingente humano das 
estações científicas aumentaram substancialmente na Antártica e, 
consequentemente, os vazamentos de óleos combustíveis e lançamento de esgoto 
no ambiente marinho. Somente em 2015/2016, o número de turistas na Baia do 
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Almirantado foi de cerca de 7.057, a maioria transportados por navios de cruzeiro. 
Considerando que na temporada de 2005/2006 foram apenas 1.819 turistas em 
navios, isso representa um aumento de 388% em dez anos (IAATO, 2016).  
 Além do turismo, as estações científicas demandam suporte logístico, os 
quais oferecem grande risco ao ecossistema antártico. Devido às condições 
climáticas mais amenas na região costeira, a maior parte da macrobiota antártica 
ocupa a região litorânea e, consequentemente, está mais exposta aos impactos 
antrópicos, considerando que aproximadamente 80% das instalações científicas 
estão localizadas no litoral da Antártica (HUGHES et al., 2013).  
 No verão austral, entre novembro e março, as temperaturas se tornam mais 
amenas, os dias são mais longos e a cobertura de gelo sobre o mar sofre uma 
expressiva redução. Essa condição favorece o aumento da biomassa fitoplanctônica 
que, direta ou indiretamente, alimenta todos os níveis tróficos superiores da cadeia 
alimentar. Assim, o verão austral é marcado por uma explosão de vida que coincide 
com a temporada de reprodução dos organismos (FARRENY et al., 2011). Contudo, 
também é nesse período que a presença humana aumenta expressivamente na 
Antártica, já que essa é a alta temporada do turismo e de atividades científicas na 
região.  
 A presença humana constante na Antártica tem alterado o ecossistema 
local, tendo provocado declínio de populações de petrel gigante (MICOL & 
JOUVENTIN, 2001; CHWEDORZEWSKA & KORCZAK, 2010; PETER et al., 2013) e 
algumas espécies de pinguins (CHWEDORZEWSKA & KORCZAK, 2010), devido à 
redução do sucesso reprodutivo em locais onde a presença humana é elevada. 
Somado a isso, o elevado número de visitantes aumenta o risco de introdução de 
espécies exóticas na Antártica, as quais podem ser uma ameaça à população 
nativa, que no geral apresenta uma história evolutiva única. Devido ao clima ameno 
do verão austral, espécies não nativas de plantas, invertebrados e, principalmente, 
de microrganismos, têm sido registrados na Península antártica e ilhas subantárticas 
(FRENOT et al., 2005).  
 Apesar de a Antártica ser considerada um local intocado, o solo e 
sedimentos marinhos dos arredores de instalações científicas são geralmente 
contaminados por hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) e metais pesados, 
que têm como principais fontes vazamentos de combustíveis, incineração do lixo e 
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despejo de esgoto (LENIHAN et al., 1990; KENNICUTT II, 1995; BRUNI et al., 1997; 
HUGHES & THOMPSON, 2004; SANTOS et al., 2005; NEGRI et al., 2006). Devido à 
ausência de padrão para o manejamento de esgoto, até os anos 1980, o esgoto não 
tratado de estações científicas era descartado diretamente no ambiente marinho 
raso, na zona entremarés, em gelo marinho ou enterrado em covas de forma 
descontrolada, enquanto os navios despejavam o esgoto no mar (RUNCIE & 
RIDDLE, 2004; ARONSON et al., 2011).  
 No início da década de 90, a comunidade mundial reconheceu a 
necessidade de preservação da Antártica e, em 1991, os membros signatários do 
Tratado da Antártica assinaram, na cidade de Madri, um amplo Protocolo de 
Proteção Ambiental para o Tratado da Antártica, que entrou em vigor em 1998. 
Contudo, apesar do Protocolo de Proteção Ambiental designar regras para o 
tratamento e eliminação do esgoto de estações científicas e de navios (COHEN, 
2002), atualmente é permitido despejar o esgoto no ambiente marinho antártico em 
larga escala, possibilitando a inserção de espécies não nativas no ambiente 
(basicamente microrganismos de origem fecal humana) (ARONSON et al., 2011). 
Somado a isso, apenas 63% das estações científicas permanentes (que operam ao 
longo de todo o ano) e 31% das que operam apenas durante o verão, apresentam 
algum tipo de tratamento de esgoto (GRÖNDAHL et al., 2009).  
 Contudo, mesmo as estações que possuem algum método de tratamento de 
esgoto, devido às condições climáticas adversas da Antártica, logística difícil, 
problemas operacionais, mal-funcionamento do sistema, e sazonalidade 
populacional, com aumento significativo do número de pessoas durante o verão, 
muitas vezes o tratamento não é eficiente o bastante para reduzir a liberação de 
microrganismos no ambiente (GRÖNDAHL et al., 2009; STARK et al., 2015). 
 A presença de bactérias enteropatogênicas humanas tem sido reportada na 
fauna antártica, como Escherichia coli em filhotes de lobo-marinho antártico 
(Arctocephalus gazela) (HERNANDEZ et al., 2007); três sorotipos de salmonella em 
pinguins-papua (Pygoscelis papua) e lobo-marinho antártico (A. gazella) 
(PALMGREN et al., 2000); e Campylobacter jejuni em pinguins-macaroni (Eudyptes 
chrysolophus) (BROMAN et al., 2000). 
 A perturbação da vida selvagem é geralmente interpretada como uma 
atividade antrópica tipicamente não-letal, mas que pode causar estresse de curto ou 
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de longo prazo (COETZEE & CHOWN, 2016). Nesse sentido, o crescente número 
de humanos na Antártica, um local considerado bastante vulnerável, que apresenta 
diversos ecossistemas ameaçados e delicados (CLARK et al., 2015), é motivo de 
grande preocupação.  
Os efeitos letais do efluente do esgoto da Base neozelandesa Scott, 
localizada na Ilha de Ross, foi verificado após a introdução acidental de esgoto nos 
aquários, resultando na morte de diversos invertebrados (anfípoda Orchomene 
plebs; artrópodes Colossendeis sp. e Ammothea sp.; equinodermos Diplasterias 
brucei e Perknaster sp.; nemertíneo Parborlasia corrugatus) e duas espécies de 
peixes (Pagothenia borchgrevinki e Trematomus bernacchii) que estavam nos 
aquários no momento do acidente (MEYER-ROCHOW, 1992).  
 A exposição de dois invertebrados antárticos, o anfípoda Paramoera walkeri 
e o molusco microgastrópode Skenella paludionoides, ao efluente do esgoto da 
estação australiana Davies, em diluições entre 3 a 68%, elevou expressivamente a 
taxa de mortalidade desses invertebrados após 14 dias de exposição, indicando que 
a contaminação por esgoto, embora seja pontual, representa um sério risco para as 
comunidades marinhas próximas da descarga do efluente (STARK et al., 2015). 
 O ambiente marinho próximo da estação científica americana McMurdo, 
localizada na Ilha Ross, encontra-se fortemente contaminado por hidrocarbonetos, 
metais pesados e bifenilas policloradas (PCBs). Lenihan et al. (1990) e Lenihan & 
Oliver (1995) constataram que a redução da biodiversidade bentônica é mais 
acentuada em locais próximos da estação, e aumenta gradativamente em função da 
distância da descarga do esgoto de McMurdo e locais de intensa atividade de 
navios. Os autores também observaram que o padrão de alteração da comunidade 
bentônica de locais poluídos é semelhante ao de locais onde ocorre ação abrasiva 
do gelo marinho. Contudo, a recuperação das áreas perturbadas naturalmente foi 
muito mais rápida do que as impactadas por poluentes. Resultado semelhante foi 
observado por Stark e colaboradores (2014), que verificaram redução da 
biodiversidade da comunidade bentônica nos arredores de locais contaminados pelo 
despejo de esgoto da estação McMurdo e da estação australiana Casey.  
 A exposição dos peixes antárticos Notothenia rossii e Notothenia coriiceps à 
diluições de 0,05% (v/v) e 0,5% (v/v) do efluente de esgoto da EACF foi capaz de 
modular positivamente o metabolismo energético em rins e brânquias desses peixes. 
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Nesse sentido, N. rossii foi capaz de manter a glicemia e elevar os níveis de 
triacilglicerol plasmático, disponibilizando substratos para atender as demandas 
energéticas elevadas dos tecidos renal e branquial. Já N. coriiceps foi incapaz de 
manter a glicemia e elevar o triacilglicerol plasmático, sugerindo que essa espécie é 
mais susceptível aos efeitos deletérios causados pela exposição ao esgoto da EACF 
(RODRIGUES JR, 2015).  
 Bioensaios e estudos conduzidos in situ com o peixe antártico Trematomus 
newnesi mostraram que o efluente do esgoto da EACF tem potencial genotóxico, e é 
capaz de elevar a frequência de micronúcleos e induzir anormalidades nucleares 
eritrocitárias (VAN NGAN et al., 2007).  
 Estudo de campo com o peixe antártico Trematomus bernacchii mostrou que 
o efluente do esgoto da estação australiana de Davies é capaz de provocar lesões 
histopatológicas branquiais e hepática. Nesse caso, as alterações mais comuns 
foram proliferação de células epiteliais, associada com fusão lamelar secundária da 
brânquias, e granuloma multifocal com inflamação e necrose, além de cistos no 
fígado. Mesmo em animais coletados a mais de 800 m de distância do foco de 
contaminação, as alterações foram evidentes. Entretanto, foi observada uma relação 
inversa entre a proximidade do local de despejo e a severidade das lesões 
(CORBETT et al., 2014). 
 Os efluentes de esgoto das estações científicas e navios, normalmente, são 
constituídos por dejetos humanos, águas cinzas de cozinhas e chuveiros, bem 
como, em alguns casos, por resíduos químicos dos laboratórios. A composição dos 
esgotos inclui detergentes, cosméticos, medicamentos, hormônios e uma variedade 
de outros compostos químicos (CORBETT et al., 2014; STARK et al., 2015). 
Entender os impactos desses compostos sobre a biota é essencial para o 
monitoramento ambiental, pois o ecossistema marinho antártico, constituído por um 
fauna endêmica é considerado único e o mais vulnerável a esse tipo de poluição 
(ARONSON et al., 2011; CLARK et al., 2015). 
1.3. Zona entremarés: desafios constantes para a manutenção da vida  
 A zona entremarés (ou faixa litorânea), área localizada entre os extremos de 
maré alta e baixa, é um ambiente desafiador para a população habitante dessa 
região, que está constantemente sujeita aos rigores tanto do ambiente marinho 
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quanto do ambiente terrestre (figura 3). A fim de colonizar e se reproduzir com 
sucesso em um ambiente novo, os organismos devem ser capazes de apresentar 
adaptações que permitam sua sobrevivência. Essas adaptações são especialmente 
crucias para a sobrevivência de invertebrados marinhos da zona entremarés, um 
ambiente fisicamente instável, que apresenta situações potencialmente letais para 
os organismos (CLARK et al., 2008).  
 Os animais que habitam a zona entremarés na Antártica estão expostos às 
condições flutuantes dessa região, dominada pelos ciclos das marés, que impõe 
períodos de emersão e imersão. Apesar da origem e das características marinhas, a 
fauna e flora colonizadoras da zona entremarés têm que lidar com pressões do 
ambiente terrestre durante o período de maré baixa. A emersão representa redução 
de humidade, risco de dessecação  (especialmente em dias com sol e vento), 
alteração do pH e dos níveis de oxigênio nas poças de marés, hipóxia para os que 
ficarem totalmente emersos e, para os filtradores, restrição alimentar (RAFFAELLI & 
HAWKINS, 1999c). Somado a isso, a exposição à radiação UV é um outro fator a 
ser considerado, tendo em vista que, devido à depleção da camada de ozônio, que 
somente nos últimos anos tem dado sinais iniciais de recuperação (SOLOMON et 
al., 2016), a incidência de radiação UV é mais intensa na Antártica (ZACHER et al., 
2007a; ZACHER et al., 2007b; FRITZ et al., 2008), especialmente no verão austral, 
quando a incidência de luz é máxima.  
 Existem registros mostrando que a exposição à radiação UV na Antártica 
pode levar à redução da abundância e composição da comunidade microbiana 
marinha (NUNEZ et al., 2006; PAKULSKI et al., 2008); induzir estresse oxidativo 
(ESTEVEZ et al., 2001), reduzir a capacidade fotossintética (BISCHOF et al., 1998) 
e impactar negativamente a densidade e diversidade de espécies de algas 
(ZACHER et al., 2007b); bem como reduzir a taxa de crescimento de fungos 
terrestres (HUGHES et al., 2003). 
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Figura 3. As diferentes condições encontradas na zona entremarés na Antártica. Os 
períodos de maré alta (A) e baixa (B) em Punta Plaza. Temperatura de 7,2 ºC medida na 
concha de um exemplar do gastrópode Nacella concinna aderido à rocha na maré baixa (C) 
e de 8 ºC em uma poça de marés contendo exemplares de N. concinna (D). Ação das ondas 
sobre as rochas (E), e o acúmulo de gelo trazido pelas ondas (F) podem deslocar ou causar 
lesões nos animais aderidos às rochas. A hipossalinidade ocorre devido à formação de rios 
de degelo que desembocam diretamente na zona entremarés (G). Fonte: a autora (2017). 
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 Outro fator crítico para a colonização da zona entremarés reside na ação 
das ondas sobre as rochas que é capaz de alterar o padrão de distribuição de 
comunidades ao longo da costa (PUGH & DAVENPORT, 1997). Apesar do efeito 
benéfico das ondas, disponibilizando alimentos para os filtradores durante a baixa 
mar, levando oxigênio e nutrientes para a zona entremarés e diminuindo o risco de 
dessecação da biota, a intensidade com que as ondas chegam à costa pode causar 
grande estresse (RAFFAELLI & HAWKINS, 1999c). A perturbação causada pelas 
ondas pode ser acentuada por cascalhos e pequenas pedras lançadas em direção à 
zona entremarés, que podem lesar ou deslocar os organismos aderidos às rochas.  
 O Oceano Austral apresenta um dos mais severos regimes de ondas, 
impulsionado por ventos predominantemente de oeste ao longo de uma faixa 
contínua de oceano entre 50-60ºS, levando a costa das ilhas antárticas e 
subantárticas a experimentarem uma elevada energia das ondas, resultando em 
alterações do padrão de zonação (SMITH & SIMPSON, 2002). Somado a isso, outro 
fator potencialmente nocivo para os habitantes da zona entremarés dos polos é a 
ação mecânica do gelo sobre as rochas. Pequenos blocos de gelo marinho são 
levados para a zona entremarés pela ação das correntes, e ao atingirem a região 
costeira, são lançados nas rochas litorâneas devido à ação das ondas. Essa ação 
mecânica do gelo sobre as rochas pode ocasionar lesões potencialmente letais para 
a biota local.  
 O período de maré baixa oferece outro desafio adaptativo importante para a 
biota da zona entremarés antártica. Durante o verão austral, no período de maré 
alta, a temperatura da água geralmente varia entre -0,5 oC e +1,5 oC (PECK et al., 
2006), no entanto, durante a maré baixa, a temperatura nas poças de maré varia de 
0 oC a 9 oC (ABELE et al., 1999). Durante o inverno, a amplitude térmica da região 
litorânea é ainda maior, podendo atingir valores extremamente baixos, como -20 oC, 
e expondo os habitantes dessa região ao risco de confinamento pelo congelamento 
da água do mar (PECK et al., 2006).  
 Durante o verão austral de 2010/2011, Kuklinski e Balazy (2014) 
constataram que a temperatura da água na zona entremarés da Baia do Almirantado 
oscilou entre -2,26 e 21,18 oC, sendo que a temperatura da água na zona 
entremarés apresentou relação direta com a incidência solar e a temperatura do ar. 
Nesse sentido, em termos de temperatura, os intervalos térmicos experimentados na 
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zona entremarés estão mais próximos do ambiente terrestre do que do ambiente 
marinho, particularmente no verão (PECK et al., 2006). Considerando a história 
evolutiva dos organismos antárticos, adaptados à temperaturas baixas e estáveis, o 
período de emersão em um dia ensolarado do verão austral pode ser 
potencialmente letal. 
 A variação de salinidade é um desafio a mais para os habitantes da zona 
entremarés, geralmente colonizada por osmoconformistas. Durante o período de 
imersão, a salinidade ao qual os organismos estão expostos é em torno de 35 psu, 
que é a salinidade média da água do mar. Entretanto, durante o período de 
emersão, os organismos da zona entremarés podem enfrentar tanto a 
hipossalinidade, devido ao aporte das água de degelo ou nevascas; como a 
hiperssalinidade, devido à evaporação da água nas poças de maré (PECK et al., 
2006).  
 Durante o verão austral, o gelo acumulado no inverno derrete, e formam-se 
rios de degelo que desembocam diretamente na zona entremarés, podendo reduzir 
a salinidade local. Waller e colaboradores (2006a) relataram variação salina entre 17 
e 40 psu na zona entremarés na Península Antártica, possivelmente devido à 
diluição provocada pelas águas de degelo e concentração pela evaporação. Já 
Davenport (2001) constatou que as poças de marés grandes (3 m de comprimento, 
1 m de largura, e 0,2 m de profundidade no centro) apresentam estratificação de 
salinidade, ou seja, enquanto no fundo da poça a salinidade pode variar entre 7 e 27 
psu, na superfície e até 2 cm de profundidade, pode ser 0 psu.  
 A exposição à hipossalinidade é capaz de alterar respostas fisiológicas, 
bioquímicas e comportamentais, bem como reduzir a taxa de crescimento de uma 
variedade de invertebrados marinhos (JANECKI et al., 2010; GOMES et al., 2013; 
BASHEVKIN & PECHENIK, 2015; VELEZ et al., 2016). Nesse sentido, a rápida 
variação salina, a qual a biota da faixa litorânea está exposta devido ao ciclo das 
marés, pode levar esses organismos ao estresse osmótico potencialmente letal. 
Outra consequência é a lixiviação do solo vulcânico da Península Antártica e Ilhas 
Adjacente pelas águas dos rios de degelo, as quais arrastam metais pesados para a 
zona entremarés, além de carregar também possíveis contaminantes do solo.  
 Assim, a biota antártica vive exposta aos níveis naturalmente elevados de 
metais pesados, presentes no litoral da Península Antártica e ilhas adjacentes 
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(DIERSSEN et al., 2002; AHN et al., 2004). Por exemplo, os níveis de cobre em 
sedimentos marinhos da enseada de Collins Harbour da Baia de Maxwell, Ilha Rei 
George, são considerados semelhantes aos das regiões mais poluídas do planeta 
(AHN et al., 1996).  
 Embora as concentrações de metais pesados nas águas superficiais dos 
mares antárticos sejam relativamente baixas, o nível de cádmio fixado na fração 
planctônica do Oceano Austral é muito mais elevado do que o encontrado nos 
demais oceanos do planeta (HONDA et al., 1987). Somado a isso, a queima de 
combustíveis fósseis, a descarga de esgoto e o uso de tintas têm contribuído para 
elevação dos níveis de metais pesados nos solos e sedimentos marinhos próximos 
às estações científicas na Antártica (CLARIDGE et al., 1995; SANTOS et al., 2005).  
 A bioacumulação de cádmio, na fração fitoplanctônica, e de cobre nos 
tecidos de moluscos antárticos, tem sido relacionada com os fenômenos de 
ressurgência e com a lixiviação do solo vulcânico pelas águas de degelo, 
respectivamente (AHN et al., 1996; AHN et al., 2004). A biodisponibilidade de metais 
pesados no litoral da Ilha Rei George, é influenciada sazonalmente pelas águas de 
degelo dos glaciares durante o verão (AHN et al., 2004). O acúmulo de cobre, 
manganês e chumbo nos tecidos do gastrópode raspador Nacella concinna, por 
exemplo, é maior em sítios sob a influência das água de degelo dos glaciares do que 
em outros locais (AHN et al., 2004; CURTOSI et al., 2010). 
 Além dos fatores físicos, as pressões biológicas também desempenham 
papel importante para a manutenção da vida na zona entremarés. Acredita-se que a 
competição por alimento e espaço, bem como o risco de predação, podem ser 
fatores limitantes que contribuem para o padrão de zonação da zona entremarés 
(RAFFAELLI & HAWKINS, 1999a). Assim, a colonização da zona entremarés 
ocorreu sob a pressão seletiva de diversos fatores ambientais, físicos, químicos e 
biológicos, que limitaram a ocupação dessa região por organismos que dispunham 
de mecanismos bioquímicos e fisiológicos capazes de sustentar a vida nessas 
condições. Nesse sentido, poucos invertebrados são capazes de colonizar a zona 
entremarés da Antártica e sobreviver às variações circadianas e sazonais de 
temperatura e salinidade, bem como ao atrito mecânico dos blocos de gelo e aos 
níveis elevados de metais pesados carreados pelas águas de degelo (AHN et al., 
2004; WALLER et al., 2006b). 
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 Os animais habitantes da zona entremarés não lidam somente com os 
desafios naturais, mas também com a ação antrópica. O infralitoral próximo à praia e 
a zona entremarés da Antártica são particularmente vulneráveis aos contaminantes 
orgânicos (ANSALDO et al., 2005). Apesar do tratamento primário (para remoção de 
sólidos) e secundário (para redução de matéria orgânica) do esgoto da EACF, o 
efluente de esgoto lançado no infralitoral da Baia do Almirantado, na profundidade 
de 10 m em frente a EACF (MARTINS et al., 2002; SANTOS et al., 2005; 
GRÖNDAHL et al., 2009; MONTONE et al., 2010), é responsável pela contaminação 
local do sedimento marinho por esteroides fecais e alquilbenzenos lineares (LABs) 
(MARTINS et al., 2002; MARTINS et al., 2005; MONTONE et al., 2010).  
 Apesar de ser um ambiente estressante e vulnerável, a zona entremarés 
apresenta grande importância ecológica. Ainda que apresente diversas pressões 
físicas e biológicas, a ausência de gelo recobrindo a zona entremarés durante o 
verão austral, facilitou a colonização dessa área e o desenvolvimento de uma 
comunidade abundante, que envolve algas e invertebrados. Dentre os invertebrados, 
estão presentes diversas espécies de gastrópodes, bivalves, poliquetas, anfípodas, 
turbellaria, entre outros (BARNES & BROCKINGTON, 2003; WALLER, 2008; 
SICIŃSKI et al., 2011; BICK & ARLT, 2013; AGHMICH et al., 2016), sendo alguns 
desses invertebrados sustentados por macroalgas que crescem no substrato 
rochoso da região costeira e em poças de marés (MARTÍN et al., 2016).   
 A zona entremarés antártica é ocupada por fauna vágil (GOMES et al., 
2013). Devido ao congelamento da água do mar durante o inverno, que pode 
enclausurar os organismos durante meses, e a falta de luminosidade, que reduz a 
produção primária, acreditava-se que esses animais residiam, provisoriamente, 
durante o inverno no infralitoral e migravam para a zona entremarés no verão 
austral. Entretanto, evidências recentes sugerem que algumas espécies da zona 
entremarés não migram e permanecem na região ao longo do ano, mas ainda não 
se sabe como esses organismos sobrevivem congelados e sem luz (WALLER et al., 
2006a; WALLER et al., 2006b; BICK & ARLT, 2013). 
1.4. Nacella concinna 
 O gastrópode antártico Nacella concinna (figura 4) é o macroinvertebrado 
mais conspícuo da zona entremarés da Península Antártica e ilhas subantárticas 
(DAVENPORT, 2001). A sua ocorrência no sublitoral chega a profundidade de até 
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110 metros (CADÉE, 1999), embora as maiores densidades populacionais tenham 
sido encontradas em profundidades de até 8 metros (BARNES & BROCKINGTON, 
2003; BOWDEN, 2005). A bioacumulação de cobre, manganês e chumbo levou 
alguns autores a proporem N. concinna como biomonitor de metais pesados na 
Antártica (AHN et al., 2004). Adicionalmente, a capacidade acumuladora de 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) ficou evidente no naufrágio do 
quebra-gelo argentino Bahia Paraiso, próximo da Ilha Anvers, Península Antártica, 
quando esse gastrópode foi utilizado como biomonitor de poluição ambiental por 
óleos combustíveis (KENNICUTT et al., 1991; KENNICUTT II et al., 1992; 
KENNICUTT II & SWEET, 1992). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Gastrópode Nacella concinna aderido às rochas da zona entremarés no período 
de maré baixa em Punta Plaza, Baía do Almirantado, Ilha Rei George, Arquipélago das 
Shetlands do Sul, Antártica. Fonte: a autora (2017). 
 O gastrópode N. concinna da zona entremarés é um importante elo trófico 
entre produtores primários e predadores de topo da cadeia alimentar antártica 
(CHOY et al., 2011), servindo de alimento para as aves e sendo o principal item 
alimentar da gaivota Larus dominicanus (FAVERO et al., 1997; FAVERO & SILVA, 
1998). Considerando que esse molusco raspador é o mais abundante da região 
costeira, tendo como alimento algas e o biofilme de microfitobentos de substratos 
rochosos (BRÊTHES et al., 1994; KIM, 2001), a atividade raspadora de N. concinna 
é capaz de determinar o padrão de colonização e a abundância de micro e 
macroalgas na zona entremarés (KIM, 2001; CHOY et al., 2011; SEGOVIA-RIVERA 
& VALDIVIA, 2016). 
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 Apesar do crescimento lento, o patelídeo N. concinna é longevo, tendo sido 
reportados espécimes com aproximadamente 60 anos. Entretanto, o tempo médio 
de vida desse gastrópode foi calculado em 14 anos (BRÊTHES et al., 1994), sendo 
sua maturidade sexual atingida quando a concha alcança 20 mm de comprimento, o 
que equivale a idade de 7 anos (PICKEN, 1980; KIM, 2001). A maior concha já 
documentada, com 61 mm de comprimento, foi encontrada em um monturo de 
conchas deixadas por gaivotas em Porto Arthur (SHABICA, 1976).  
 Esse molusco apresenta um único evento de desova anual, que ocorre entre 
novembro e fevereiro, coincidindo com o período de maior produtividade primária na 
região e, consequentemente, de microfitobentos (BRÊTHES et al., 1994; 
STANWELL-SMITH & CLARKE, 1998; KIM, 2001). O estádio de desenvolvimento 
planctônico é cerca de três vezes mais lento do que o descrito para outros 
patellogastropoda, sendo necessários 40 a 45 dias para que ocorra o 
desenvolvimento total da fase planctônica livre-natante, antes do seu 
estabelecimento no fundo do mar (PECK et al., 2016). 
 Uma característica marcante desse gastrópode é a existência de dois 
morfotipos, um que habita permanentemente o sublitoral, e o outro que migra 
sazonalmente do sublitoral para a zona entremarés no verão austral (BRÊTHES et 
al., 1994; KIM, 2001). Apesar da capacidade migratória do morfotipo da zona 
entremarés, alguns espécimes de N. concinna foram encontrados sob o gelo da 
zona entremarés durante o inverno (WALLER et al., 2006b; OBERMÜLLER et al., 
2011).  
 Apesar de ser um ambiente desafiador, acredita-se que N. concinna migre 
para a zona entremarés devido à grande oferta de alimento durante o verão austral, 
quando o aumento do fotoperíodo favorece o crescimento de algas e microfitobentos 
na região litorânea. Além disso, a migração oferece a vantagem de reduzir a 
competição intraespecífica no sublitoral (BRÊTHES et al., 1994; KIM, 2001).  
 Além da capacidade migratória, os dois morfotipos de N. concinna também 
apresentam diferenças fisiológicas e comportamentais. O morfotipo da zona 
entremarés é maior (BEAUMONT & WEI, 1991; CHOY et al., 2011), apresenta 
concha mais alta e resistente, bem como linhas de crescimento mais evidentes do 
que o morfotipo do sublitoral (BEAUMONT & WEI, 1991; NOLAN, 1991; KIM, 2001). 
Os espécimes da zona entremarés apresentam circunferência de concha menor do 
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que os patelídeos do sublitoral, contudo, com volumes de conchas idênticos, o que 
minimiza a perda de água durante a emersão (WEIHE & ABELE, 2008).  
 O morfotipo da zona entremarés é mais resistente à dessecação pelo ar do 
que os espécimes do sublitoral. Isso deve-se à menor circunferência da concha e 
maior capacidade de adesão ao substrato (WEIHE & ABELE, 2008). Nesse sentido, 
Weihe & Abele (2008) verificaram que na submersão, o valor de pO2 da água retida 
na concha dos animais da zona entremarés é maior do que no interior das conchas 
dos animais do sublitoral. Possivelmente, isso se deve à maior demanda energética 
desses animais, os quais são mais ativos do que os espécimes do sublitoral.  
 Esses dois morfotipos também apresentam respostas diferentes à presença 
de predadores. O morfotipo do sublitoral percebe a presença da estrela do mar 
Lysasterias sp. a uma distância de 20 cm e empreende fuga. Já o morfotipo da zona 
entremarés responde somente após contato físico com a estrela do mar. Essa 
diferença comportamental pode decorrer da coexistência de N. concinna do 
sublitoral com estrelas do mar, onde o risco de predação é elevado, bem como da 
permanente imersão dos patelídeos do sublitoral, que torna a quimiorrecepção mais 
factível em relação aos patelídeos da zona entremarés (MARKOWSKA & KIDAWA, 
2007). 
 Os animais da zona entremarés são mais tolerantes à emersão sendo 
capazes de sustentar o metabolismo aeróbio do pé muscular, diferente do morfotipo 
do sublitoral, que muda o metabolismo de aeróbio para anaeróbio e não sustenta os 
níveis musculares de ATP (WEIHE & ABELE, 2008). A maior resistência ao 
congelamento também é uma característica de N. concinna da zona entremarés, 
com taxa de sobrevivência de 95% após 48h a -6 ºC, enquanto os gastrópodes do 
sublitoral apresentaram uma taxa de sobrevivência de apenas 67% nessa mesma 
condição (WALLER et al., 2006b). 
 Como esses dois morfotipos não apresentam distinções gênicas 
substanciais, as diferenças morfológicas e fisiológicas observadas são, 
provavelmente, decorrentes da plasticidade fenotípica, induzida pelas pressões 
ambientais as quais cada morfotipo está exposto (BEAUMONT & WEI, 1991; 
CHWEDORZEWSKA et al., 2010; HOFFMAN et al., 2010).  
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 No período de maré baixa, o patelídeo N. concinna habitante da zona 
entremarés deve lidar com as pressões ambientais, como risco de dessecação, 
hipóxia, hipossalinidade devido aos rios de degelo, amplas variações de 
temperatura, entre outros, e se manter vivo até a maré alta, quando então retorna 
para condições salina, térmica, de umidade e oxigenação adequadas.  
 Nesse sentido, alguns estudos foram conduzidos para entender como as 
adaptações fisiológicas e comportamentais permitem que esse molusco sobreviva 
em condições ambientais adversas. O aumento da expressão de fator induzido por 
hipóxia (HIFα) ocorre somente após 12 horas de exposição ao ambiente aéreo, 
sendo essa resposta tardia e característica de invertebrados aquáticos tolerantes à 
hipóxia (WEIHE, 2009). Durante a exposição aérea ou sob hipóxia, N. concinna é 
capaz de reduzir a sua taxa metabólica e realizar a captação de oxigênio via pé 
muscular durante a exposição aérea, sustentando a manutenção de um 
metabolismo muscular aeróbio (WEIHE & ABELE, 2008; WEIHE et al., 2010). 
 No seu ambiente natural, N. concinna da zona entremarés evita exposição 
aérea prolongada, procurando se abrigar nas poças de marés, fendas úmidas ou 
embaixo de rochas, diminuindo o risco de dessecação (WEIHE & ABELE, 2008; 
SEGOVIA-RIVERA & VALDIVIA, 2016). Somado a isso, a capacidade de adesão ao 
substrato minimiza substancialmente a perda de água de N. concinna durante os 
períodos de emersão (WEIHE & ABELE, 2008; HELLER, 2015).  
 Considerando que N. concinna é osmoconformista estenoalino e pouco 
tolerante às baixas salinidades (50% de mortalidade após 96 horas de exposição a 
20,9 psu), a entrada de água doce na zona entremarés representa um desafio 
adaptativo (DAVENPORT, 2001). A redução da salinidade da zona entremarés é 
muito comum durante o verão austral, quando os rios de degelo dos glaciares 
desembocam nessa região,  expondo N. concinna à salinidades que variam entre 0 
e 40 psu nas poças de marés (DAVENPORT, 2001; WALLER et al., 2006a).  
 Para minimizar o impacto hipossalino, N. concinna procura o fundo das 
grandes poças de marés, onde a estratificação da água fica em torno de 27 psu 
(DAVENPORT, 2001; SEGOVIA-RIVERA & VALDIVIA, 2016). O morfotipo da zona 
entremarés também se adere firmemente ao substrato rochoso e retrai os tentáculos 
cefálicos e a cabeça, na tentativa de usar a concha como um “lacre”, isolando as 
brânquias do ambiente hipossalino ao seu redor. Essa estratégia não é totalmente 
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efetiva, pois a borda da concha é curva e deixa uma lacuna de acesso para água ao 
redor. Contudo, essa estratégia é suficientemente eficaz para isolar parcialmente as 
brânquias e resistir ao impacto hipossalino por alguns minutos. Em superfícies 
verticais, a estratégia desse gastrópode consiste em soltar-se do substrato para cair 
no fundo de poças, onde a salinidade da água é maior em relação a superfície. 
Contudo, o mecanismo adaptativo mais eficaz de tolerância reside na capacidade 
rápida de recuperação da osmolaridade interna após a exposição hipossalina 
(DAVENPORT, 2001). 
 A amplitude térmica é um desafio importante para os ectotérmicos que 
habitam a zona entremarés, considerando que a temperatura tem efeito direto sobre 
as velocidades das reações químicas que sustentam os sistemas biológicos (PECK, 
2016). A adaptação evolutiva de organismos a ambientes com temperaturas 
extremas é um problema complexo. A temperatura tem impacto sobre os diversos 
níveis de organização biológica, se estendendo do molecular e celular até 
organismos e comunidades (VERDE et al., 2008).  
 Obermüller e colaboradores (2011) observaram que N. concinna é capaz de 
promover ajustes sazonais e modular a sua temperatura máxima letal. Enquanto no 
inverno a temperatura máxima letal é 11,8 oC, no verão a temperatura sobe para 
12,4 oC. Contudo, Davenport (1997), reportou temperatura máxima letal de verão 
ainda maior, com valor de 15,6 oC. Em temperaturas acima de 2 oC, a taxa de 
locomoção desse gastrópode declina e cessa completamente em 14 oC 
(DAVENPORT, 1997), tornando-os mais vulneráveis, devido à incapacidade de 
explorar o ambiente em busca de alimento e abrigo. 
 Na imersão em temperatura de 8 oC, N. concinna eleva a concha bem acima 
do substrato, possivelmente como um mecanismo para aumentar o fluxo de água 
nas superfícies respiratórias (DAVENPORT, 1997). Pörtner et al. (1999b) relataram 
que até 7 oC, N. concinna é capaz de manter o metabolismo aeróbio, sendo que 
apenas acima de 9 oC o consumo de oxigênio declina. Quando exposto ao 
aquecimento em 4 oC, esse molusco é capaz de modular positivamente os níveis da 
enzima superóxido dismutase (SOD) das brânquias e glândula digestiva, 
potencializando a sua defesa antioxidante (ABELE et al., 1998; FEIJÓ DE OLIVEIRA 
et al., 2015). 
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 A temperatura mínima letal para N. concinna é de -12,9 oC (DAVENPORT, 
1997) e a temperatura média de congelamento é de -5,52 oC, bem abaixo de -1,8 oC, 
que é o ponto de congelamento da água do mar (WALLER et al., 2006b). Para 
sobreviver ao congelamento, N. concinna produz um muco viscoso que, dentre 
outras coisas, atua como crioprotetor, revestindo o animal e prevenindo a formação 
e propagação de gelo extracelular, aumentando assim a taxa de sobrevivência após 
o descongelamento (HARGENS & SHABICA, 1973; HAWES et al., 2010). 
Além das pressões naturalmente impostas para a sobrevivência na zona 
entremarés, a ação antrópica oferece um desafio a mais, considerando a 
vulnerabilidade da região costeira. Durante o verão austral, quando as condições 
climáticas são mais amenas, o contingente humano aumenta substancialmente na 
Antártica, tanto em navios de pesca, turismo e científicos, bem como nas instalações 
científicas localizadas no litoral. Esse deslocamento humano sazonal ocorre no 
mesmo período de migração de N. concinna para a zona entremarés e de 
reprodução de organismos antárticos. Assim, a poluição gerada no âmbito das 
estações científicas litorâneas e navios que operam próximos ao litoral, impactam a 
zona entremarés com diversos tipos de poluentes, em especial naquilo que diz 
respeito ao volume de esgoto lançado no mar, que é proporcional ao contingente 
humano na região (RAFFAELLI & HAWKINS, 1999b; CURTOSI et al., 2009; 
BUSTAMANTE et al., 2010).  
 Os vazamentos de óleo diesel na Antártica motivaram alguns estudos que 
avaliaram o impacto da fração solúvel de hidrocarbonetos do diesel sobre o 
metabolismo N. concinna (ANSALDO et al., 2005; FEIJÓ DE OLIVEIRA, 2013; 
FEIJÓ DE OLIVEIRA et al., 2015). Contudo, faltam estudos sobre o impacto do 
esgoto das estações científicas sobre o metabolismo de N. concinna. As estações 
científicas e navios que operam na região descartam normalmente o esgoto no 
ambiente marinho, sendo essa uma das principais fontes poluidoras.  
1.5. Metais pesados, arginase e Nacella concinna 
 Os processos de bioacumulação e biomagnificação de metais pesados são 
operativos na cadeia alimentar dos ecossistemas Antárticos, e pelo menos dois 
bivalves (Laternula elliptica e Adamussium colbecki) atendem aos critérios 
preconizados pelo “Mussel Watch” programme para o monitoramento de metais  
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(AHN et al., 1996; DUQUESNE & RIDDLE, 2002). O acúmulo de cobre, manganês e 
chumbo nos tecidos de N. concinna é maior nas áreas sob a influência da descarga 
de glaciares do que em outras localidades, mostrando que a disponibilidade e a 
bioacumulação de alguns metais pesados varia sazonalmente em áreas litorâneas 
da Antártica (AHN et al., 2004; CURTOSI et al., 2010; TREVIZANI et al., 2016).  
 Moluscos marinhos são capazes de acumular metais pesados e sobreviver 
em ambientes poluídos, imobilizando esses metais em grânulos eletrodensos 
insolúveis e/ou formando complexos solúveis com metalotioneínas (VIARENGO & 
NOTT, 1993). Esses mecanismos reduzem a concentração intracelular e limitam a 
disponibilidade de metais pesados para formar ligações com enxofre, nitrogênio e 
oxigênio de componentes celulares, especialmente proteínas e enzimas, o que 
poderia levar à disfunções celulares e morte (VIARENGO & NOTT, 1993; SHARMA 
et al., 2014).  
 As arginases são enzimas que participam de processos fisiológicos 
específicos em invertebrados (síntese de poliaminas, controle dos níveis de L-
arginina, controle da síntese de óxido nítrico, entre outros), e têm sido pouco 
estudadas. A remoção da L-arginina formada na decomposição de fosfágenos em 
músculos de moluscos, ocorre normalmente via síntese de octopina, em reação 
catalisada pela enzima octopina desidrogenase. Contudo, o pé muscular do 
gastrópode Helix pomatia remove a L-arginina hidroliticamente, via reação catalisada 
pela arginase (WIESER & PLATZER, 1983). Semelhantemente, o pé muscular de N. 
concinna também não acumula octopina na decomposição da fosfo-L-arginina 
(PÖRTNER et al., 1999b). Contudo, a via de remoção de L-arginina formada no pé 
muscular de N. concinna, durante a decomposição desse fosfágeno, ainda não está 
clara.  
 A distribuição tecidual de arginases varia muito entre moluscos, e níveis 
elevados dessa enzima têm sido encontrados nas brânquias (CARVAJAL et al., 
1984; CARVAJAL et al., 1994a), pé muscular (CARVAJAL et al., 1988) e rim 
(RODRIGUES et al., 2009). Em tecidos de animais não ureotélicos, os níveis 
elevados de arginase têm sido associados ao controle dos níveis de L-arginina, que 
participa como substrato de várias vias metabólicas (JENKINSON et al., 1996).  
 Por outro lado, as arginases são metaloenzimas que necessitam de um 
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cátion divalente para atingir a sua atividade plena. O Mn2+ é o provável cátion 
ativador, mas, algumas arginases também são ativadas por Co2+ e Ni2+ 
(JENKINSON et al., 1996). Normalmente, o Cu2+ atua como um potente inibidor de 
arginases de vertebrados e invertebrados, inclusive inibindo em 44% a atividade da 
arginase renal do bivalve antártico L. elliptica  (RODRIGUES et al., 2009). Já o Cd2+ 
pode substituir o Mn2+ em reações catalisadas por arginases de moluscos, mas a 
sua capacidade ativadora é baixa, o que representa uma grande desvantagem 
catalítica para a reação (CARVAJAL et al., 1988; CARVAJAL et al., 1994a). Os 
níveis elevados de cobre e cádmio nas vísceras de N. concinna indicam que a via de 
acesso desses dois metais é basicamente entérica. Contudo, faltam informações 
robustas sobre a bioacumulação de cobre e cádmio em microfitobentos, que é a 
provável fonte alimentar de N. concinna  (AHN et al., 2002; AHN et al., 2004). Nesse 
sentido, faltam informações sobre a tolerância dos sistemas fisiológicos de N. 
concinna a metais pesados. Não obstante, níveis elevados de cádmio, dissolvido na 
água do mar, foram capazes de provocar deterioração do epitélio da glândula 
digestiva de N. concinna e comprometer a digestão e absorção de componentes da 
dieta (NAJLE et al., 2000). 
1.6. Metabolismo energético, nitrogenado e defesa antioxidante em N. 
concinna 
 Apesar dos estudos mostrando os limites de tolerância ao aquecimento 
(PÖRTNER et al., 1999b; PECK et al., 2014), exposição ao ar (WEIHE & ABELE, 
2008), metais pesados (AHN et al., 2004; WEIHE et al., 2010) e hipossalinidade 
(DAVENPORT, 2001), ainda pouco se conhece sobre as respostas metabólicas de 
N. concinna frente às condições termo-salinas flutuantes da zona entremarés. 
Também, até onde temos conhecimento, não existem estudos mostrando o impacto 
do esgoto de estações científicas sobre o metabolismo de N. concinna. Outrossim, 
os mecanismos de defesa de N. concinna contra a ação deletéria de metais 
pesados, os quais permitem que esse gastrópode ocupe nichos ricos em cádmio e 
cobre, também ainda não foram devidamente estudados. Apesar da tolerância de 
gastrópodes terrestres a níveis teciduais elevados de cobre e cádmio ter sido 
atribuído a metalotioneínas (DALLINGER et al., 1997), até o presente momento, 
apenas metalotioneínas especificas para cádmio foram encontradas no intestino de 
N. concinna (LEE et al., 2006). 
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 A glândula digestiva foi analisada considerando ser esse o tecido com maior 
potencial de bioacumulação de metais (AHN et al., 2002). A  brânquia foi escolhida 
considerando que, ao efetuar trocas gasosas, está em contato direto com os 
contaminantes presentes na água. O pé muscular foi analisado considerando a alta 
demanda metabólica desse tecido no cumprimento do seu papel na locomoção, 
adesão ao substrato e captação de oxigênio durante a exposição aérea (WEIHE et 
al., 2010), e também por estar em contato direto com a água e os possíveis 
contaminantes. 
 Os mecanismos geradores de ATP são a  base de todos os sistemas 
fisiológicos e são essenciais para a manutenção de funções vitais, tais como 
digestão, locomoção, reprodução, crescimento, obtenção de alimento, entre outros. 
As vias oxidativas de glicose, lipídeos e proteínas são as principais responsáveis 
pelo suprimento energético dos tecidos de animais (HOCHACHKA & SOMERO, 
2002). O metabolismo energético de N. concinna é baseado em proteínas, sendo 
que a excreção do nitrogênio ocorre primariamente na forma de amônia (62,6 à 
90,7%) e secundariamente na forma de ureia (3,3 à 24,5%) (SUDA et al., 2015). O 
aquecimento é capaz de elevar o consumo de oxigênio de N. concinna, mas em 
temperaturas acima de 9 oC, o metabolismo aeróbio aparentemente perde a sua 
eficiência, e é substituído, pelo menos em parte, pelo metabolismo anaeróbio, que 
promove o acúmulo dos ácidos orgânicos acético, succínico e propiônico nos tecidos 
desse gastrópode (MORLEY et al., 2009a).  
 Assim, os níveis das seguintes enzimas foram determinados como 
marcadores do metabolismo energético/nitrogenado dos tecidos de N. concinna 
(figura 5): a) hexoquinase (HK), marcadora do potencial ativador de glicose, 
introduzindo a glicose no metabolismo intermediário; b) fosfofrutoquinase (PFK) e 
piruvato quinase (PK), que juntamente com a HK, atuam como enzimas reguladoras 
do potencial glicolítico dos tecidos (TREBERG et al., 2007; MULUKUTLA et al., 
2014); c) lactado desidrogenase (LDH), octopina desidrogenase (ODH), estrombina 
desidrogenase (SDH), alanopina desidrogenase (ADH), piruvato carboxilase (PC) e 
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), marcadoras do potencial anaeróbio 
gerador de ATP (HOCHACHKA & SOMERO, 2002); d) citrato sintase (CS), isocitrato 
desidrogenase (IDH) e malato desidrogenase (MDH), marcadoras do potencial 
aeróbio gerador de ATP (RODRIGUES et al., 2012; RODRIGUES JR. et al., 2015); 
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e) alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), glutamato 
desidrogenase (GDH) e arginase (ARG), marcadoras do potencial excretório 
nitrogenado, disponibilizando cadeias carbônicas de aminoácidos para o 
metabolismo energético (PUPPO & BLASCO, 1995; HOCHACHKA & SOMERO, 
2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Enzimas utilizadas como marcadores do metabolismo energético e nitrogenado. 
Foram determinados os níveis das enzimas hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK), 
piruvato quinase (PK), piruvato carboxilase (PC), fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), 
citrato sintase (CS), isocitrato desidrogenase (IDH), malato desidrogenase (MDH), alanina 
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), alanopina desidrogenase (ADH), 
estrombina desidrogenase (SDH), octopina desidrogenase (ODH), arginase (ARG) e 
glutamato desidrogenase (GDH) do metabolismo energético e nitrogenado, bem como 
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) da via das pentoses e defesa antioxidante. TCA: 
ciclo do ácido cítrico; α-KG: α-cetoglutarato; AOA: oxaloacetato. Fonte: a autora (2017). 
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 A defesa antioxidante tem papel fundamental na neutralização de radicais 
livres e espécies reativas de oxigênio (ROS), que podem lesar oxidativamente o 
DNA, lipídeos e proteínas, sendo portanto potencialmente letais. Condições 
estressantes, como o aquecimento, a presença de poluentes e de metais pesados, 
são capazes de acelerar a formação de ROS e modular os níveis de enzimas da 
defesa antioxidante de brânquias, pé muscular e da glândula digestiva de N. 
concinna (WEIHE et al., 2010; FEIJÓ DE OLIVEIRA et al., 2015).  
 Assim, os níveis das seguintes enzimas foram determinados como 
marcadores do potencial antioxidante dos tecidos de N. concinna (figura 6): a) 
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), como marcadora do potencial redutor 
celular na forma de NADPH+H+; b) glutationa redutase (GR), que mantém os níveis 
de glutationa reduzida; c) superóxido dismutase (SOD), que dismuta o radical 
superóxido (O2-) em peróxido de hidrogênio (H2O2); d) catalase (CAT), que evita a 
cisão homolítica de H2O2, decompondo-o em H2O + ½ O2 ; e) glutationa S-
transferase (GST), que conjuga glutationa à endo e xenobióticos, evitando a 
formação de ROS (CIRCU & AW, 2010).  
 Considerando que o radical hidroxil (OH) é o mais potente dentre as 
espécies reativas de oxigênio (SHI et al., 2005), e que os mecanismos de 
bioacumulação de metais pesados operam de forma mais intensa na glândula 
digestiva de N. concinna, o que pode resultar na formação de OH pela reação de 
Fenton (ABELE & PUNTARULO, 2004), foram determinados os níveis de lipídeos 
peroxidados (LPO) e proteínas carboniladas (PCO), como marcadores de lesão 
oxidativa na glândula digestiva. 
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Figura 6. Enzimas utilizadas como marcadores da defesa antioxidante e marcadores não 
enzimáticos de lesão oxidativa. Os níveis das enzimas superóxido dismutase (SOD), 
catalase (CAT), glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e 
glutationa S-transferase (GST) foram utilizados como marcadores da defesa antioxidante. 
Os níveis de peroxidação lipídica (LPO) e proteínas carboniladas (PCO) foram utilizados 
como marcadores de lesão oxidativa. CoQ: Coenzima Q; Cit C: citocromo C; RE: retículo 
endoplasmático; GSSG: glutationa oxidada; GSH: glutationa reduzida. Fonte: a autora 
(2017). 
 As arginases são metaloenzimas amplamente distribuídas na natureza que 
necessitam de um cátion divalente para sua atividade plena. No fígado de animais 
ureotélicos, essa enzima catalisa a reação terminal do ciclo da ureia, e em tecidos 
extra-hepáticos de ureotélicos e nos tecidos de animais não ureotélicos, controla os 
níveis do aminoácido L-arginina (JENKINSON et al., 1996). Dessa forma, na 
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presente tese, foram conduzidos estudos para verificar a distribuição tecidual e 
subcelular de arginase em N. concinna, bem como caracterizar cineticamente as 
arginase branquial e do pé muscular desse molusco, com o intuito de avaliar a 
extensão da participação dessa enzima sobre o controle dos níveis de L-arginina. 
Adicionalmente, para avaliar a tolerância de N. concinna na ocupação de nichos 
naturalmente ricos em metais pesados, em especial cobre, e a sua possível relação 
com arginases mais resistentes à inibição por cátions metálicos, foram realizados 
estudos sobre o efeito de metais na atividade argininolítica de brânquias e pé 
muscular de N. concinna. 
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2. OBJETIVOS 
 O presente estudo objetivou avaliar os efeitos de fatores naturais e 
antrópicos sobre o metabolismo energético, nitrogenado e defesa antioxidante das 
brânquias, pé muscular e glândula digestiva de Nacella concinna. Especificamente, 
tivemos como objetivo:  
ü Determinar o grau do impacto do aquecimento e redução da salinidade, ao 
longo do curso do tempo, bem como as possíveis interações entre 
aquecimento, hipossalinidade e tempo, sobre os níveis de enzimas do 
metabolismo energético/nitrogenado e da defesa antioxidante das brânquias, 
pé muscular e glândula digestiva, bem como as lesões oxidativas sobre 
proteínas e lipídeos da glândula digestiva; 
ü Determinar quais os efeitos do esgoto da Estação Antártica Comandante 
Ferraz (EACF) sobre os níveis de enzimas do metabolismo 
energético/nitrogenado e da defesa antioxidante das brânquias, pé muscular 
e glândula digestiva, bem como as eventuais lesões oxidativas sobre 
proteínas e lipídeos da glândula digestiva;  
ü Verificar a distribuição tecidual e subcelular da arginase de N. concinna, as 
propriedades cinéticas dessa enzima e o efeito de cátions metálicos sobre a 
atividade argininolítica. 
 Dessa forma, foram levantadas as seguintes hipóteses sobre os 
possíveis impactos de fatores naturais e antrópicos sobre o metabolismo de N. 
concinna: a) o aquecimento e a hipossalinidade, impostas pelos ciclos de marés, são 
capazes de modular, no curto prazo, os níveis de enzimas do metabolismo 
energético e nitrogenado, bem como enzimas da defesa antioxidante; b) o efluente 
do esgoto da EACF, descartado no litoral da Baia do Almirantado, é capaz de 
modular a defesa antioxidante e causar lesões oxidativas na glândula digestiva 
desse gastrópode, bem como modular o metabolismo energético e nitrogenado das 
brânquias e pé muscular; c) as arginases desse gastrópode devem ser resistentes 
aos níveis naturalmente elevados de metais pesados, e apresentar níveis e 
propriedades cinéticas compatíveis com o controle dos níveis de L-arginina.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1. Coleta de material biológico 
 O presente estudo foi conduzido com espécimes de Nacella concinna 
medindo entre 30 e 40 mm de comprimento da concha. Os animais foram removidos 
manualmente de substratos rochosos da zona entremarés de Punta Plaza (PP; 
62º05’28,6’’S/58º24’21’’W) durante a baixa mar, e transportados em caixas plásticas, 
com água do mar, até os laboratórios da Estação Antártica Comandante Ferraz 
(EACF; 62º05’S/58º24’28’’W), localizada na Baia do Almirantado, Ilha Rei George, 
Península Antártica, Antártica (figura 7). A escolha de PP como sítio de coleta 
considerou a elevada densidade/quantidade de patelídeos na região e a baixa 
incidência de poluentes derivados do esgoto da EACF (MONTONE et al., 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Localização geográfica de Punta Plaza (PP). Os espécimes de Nacella concinna 
foram coletados em PP, próximo da estação Comandante Ferraz (bandeira brasileira), na 
Baía do Almirantado, Ilha Rei George, Península Antártica, Antártica. Fonte: adaptado de 
Rodrigues Jr. et al. (2013). 
 A localização tecidual/subcelular da arginase e os estudos sobre o efeito de 
cátions metálicos na atividade da arginase branquial e do pé muscular foram 
conduzidos com exemplares de N. concinna coletados no período de janeiro à 
março de 2011. Os bioensaios com efluente do esgoto da EACF foram conduzidos 
com espécimes coletados durante o verão austral de 2011/2012. Já os animais 
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utilizados nos experimentos de temperatura-salinidade-tempo foram coletados 
durante o verão austral de 2013/2014. 
 A licença ambiental foi emitida pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) e os 
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética da 
Universidade Federal do Paraná (UFPR) sob o n° 496/2010 e 840B/2015. 
3.2. Dissecção e obtenção de tecidos 
 Os animais foram dissecados sob refrigeração, em temperatura entre 0 oC e 
4 oC, preservando ao máximo a atividade biológica dos tecidos. As brânquias foram 
cuidadosamente dissecadas, separando as lamelas branquiais da estrutura da borda 
do manto, onde estão localizados os órgãos sensoriais desse gastrópode (figura 8). 
A glândula digestiva e o pé muscular foram obtidos após a remoção do gastrópode 
da concha. O conjunto de tecidos moles foi rapidamente submerso em nitrogênio 
líquido, para elevar a consistência dos tecidos e facilitar o procedimento cirúrgico de 
retirada da glândula digestiva.  
 Os espécimes de N. concinna utilizados nos estudos de localização 
tecidual/subcelular, bem como nos estudos com cátions metálicos sobre a atividade 
arginiolítica, foram mantidos por 5 dias em água do mar a 0 oC e 35 psu, com 
aeração constante até o momento da dissecção. Não foi oferecida alimentação e o 
fotoperíodo foi de 12 h luz e 12 h escuro. 
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Figura 8. Detalhes anatômicos de Nacella concinna. Vista dorsal da concha e ventral do pé 
muscular (A). Vista dorsal do conjunto de tecidos moles removidos da concha, mostrando a 
localização anatômica do pé muscular (PM), glândula digestiva e gônada (B). Imagem 
amplificada da localização anatômica da borda do manto e lamelas branquiais (C). Fonte: a 
autora (2017). 
3.3. Bioensaios 
3.3.1. Efeito da condição termo-salina-tempo sobre o metabolismo de N. 
concinna 
 O efeito do aquecimento e da hipossalinidade sobre o metabolismo 
energético, nitrogenado e a defesa antioxidante de N. concinna foram avaliados no 
curso do tempo de 3, 6, 12, 24 e 48h, nas condições termo-salinas de 0 oC e 35 psu; 
4 oC  e 35 psu; 0 oC e 25 psu; 4 oC e 25 psu. Os experimentos foram conduzidos em 
aquários plásticos de 225 x 146 x 119 mm (comprimento x largura x altura), com 2,5 
L de água do mar. A temperatura foi controlada por banho-maria ultratermostático 
(figura 9). A salinidade de 25 psu foi obtida diluindo a água do mar com água de 
degelo, semelhante ao que ocorre na zona entremarés de locais próximos das 
descargas de glaciares.  
 Os bioensaios foram conduzidos com 180 patelídeos distribuídos 
aleatoriamente em 12 aquários. Após aclimatação por 3 dias na condição termo-
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salina de 0 oC e 35 psu, 8 patelídeos (um por aquário) foram removidos, dissecados 
e brânquias, glândula digestiva e pé muscular imediatamente congelados em 
nitrogênio líquido. Esse conjunto de animais foi assumido como tempo zero dos 
experimentos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Banho-maria ultratermostático com circulação interna de água. Vista frontal (A). 
Os aquários (caixas plásticas) foram fixados por presilhas e elásticos nos banhos 
ultratermostáticos (B). Os experimentos com Nacella concinna foram conduzidos com 3 
aquários por banho (C), com aeração constante e nas temperaturas de 0 oC e 4 oC. Fonte: a 
autora (2017). 
 A condição termo-salina de 0 oC - 35 psu foi mantida em 3 dos 12 aquários e 
assumida como controle experimental. Os demais aquários, em grupos de três, 
tiveram a sua condição termo-salina alterada, como mostrado na figura 10. O início 
dessa nova fase experimental foi marcado pelo esgotamento dos aquários mediante 
sifonamento. A transição da condição 0 oC - 35 psu para as demais condições 
termo-salinas foi gradativa e ocorreu ao longo de 2 h. A água foi trocada diariamente 
mediante sifonamento dos aquários, seguida da imediata recomposição da água 
previamente ajustada na condição termo-salina experimental. Não foi oferecida 
alimentação para os animais no decorrer de todo o bioensaio, o fotoperíodo foi de 12 
h escuro e 12 h luz. A aeração dos aquários foi mantida constante ao longo do 
experimento.   
 No curso dos tempos de 3h, 6h, 12h, 24h e 48 h, foram retirados, 
aleatoriamente, 8 patelídeos de cada condição termo-salina, dissecados e os tecidos 
congelados imediatamente em nitrogênio líquido. Considerando que cada condição 
C 
55 
180
Patelídeos
3 Aquários
0oC e 35psu
Aquários Aquários Aquários
15 Espécimes/Aquário
3 dias 
0oC e 25psu 4oC e 35psu 4oC e 25psu
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termo-salina contemplava 3 aquários, o primeiro animal foi retirado do aquário 1, o 
segundo do aquário 2, e assim sucessivamente até totalizar 8 animais por condição 
termo-salina/tempo. Brânquias, glândula digestiva e pé muscular foram separados, 
imediatamente congelados em nitrogênio líquido e, posteriormente, transportados e 
armazenados nessa mesma condição criogênica. Assim, apenas 168 animais dos 
180 foram dissecado, sendo que os 12 restantes foram devolvidos no mesmo ponto 
de coleta. Todas as análises bioquímicas foram realizadas no laboratório de 
bioquímica da Universidade de Taubaté. 
 
 
 
 
 
 
 	
 
 
 
 
 
Figura 10. Esquema do modelo experimental dos bioensaios termo-salinos. Os 
experimentos foram conduzidos com espécimes de Nacella concinna, distribuídos 
igualitariamente em 12 aquários, os quais foram alocados em banhos-maria 
ultratermostáticos para o controle da temperatura. Todos os patelídeos dos 12 aquários 
foram aclimatados inicialmente na condição termo-salina de 0 oC - 35 psu por três dias. Em 
seguida, três conjuntos de aquários foram mantidos na condição controle de 0 oC - 35 psu, 
sendo que os demais, em grupos de três aquários, tiveram a condição termo-salina 
permutada para 0 oC - 25 psu, 4 oC - 35 psu e 4 oC - 25 psu. No curso dos tempos de 3, 6, 
12, 24 e 48 h, foram retirados 8 patelídeos de cada uma das condições termo-salinas. 
Fonte: a autora (2017). 
3.3.2. Efeito do esgoto da EACF sobre o metabolismo de N. concinna 
 Os bioensaios referentes ao efeito do esgoto da estação de tratamento de 
esgoto (ETE) sobre o metabolismo energético, nitrogenado e defesa antioxidante de 
N. concinna foram conduzidos com 30 patelídeos, uniformemente distribuídos em 
três aquários de 225 x 146 x 119 mm (comprimento x largura x altura), contendo 2,5 
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L de água do mar, na condição termo-salina 0 ºC - 35 psu, a qual é uma condição 
próxima do infralitoral da Ilha Rei George. A temperatura dos experimentos foi 
controlada por banho-maria ultratermostático, como mostrado na figura 11.  
 Após três dias de aclimatação, os aquários foram sifonados até o 
esvaziamento total e adicionado o mesmo volume água do mar nas seguintes 
condições: a) água do mar na condição termo-salina 0 ºC, 35 psu, sem adição de 
efluente de esgoto, no aquário controle; b) água do mar contendo efluente do esgoto 
da EACF, diluído para 0,05% (v/v) e 0,5% (v/v), nos aquários experimentais. O 
efluente da ETE foi coletado do interior da tubulação de esgoto, em segmento 
próximo da sua descarga no infralitoral. Esse procedimento foi autorizado pela 
Secretaria da Comissão Interministerial para Recursos do Mar (SECIRM). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Desenho experimental dos ensaios com o efluente de esgoto da estação 
Comandante Ferraz. Os experimentos com Nacella concinna foram conduzidos em 
aquários, na condição controle sem adição de esgoto e com o esgoto diluído à 0,05% (v/v) e 
0,5% (v/v) em água do mar. As condições termo-salina foram mantidas constantes ao longo 
dos experimentos. Fonte: a autora (2017). 
 A água do mar dos aquários foi trocada diariamente, mediante esgotamento 
dos aquários por sifonamento e reposição do mesmo volume na mesma condição 
experimental. Os animais não foram alimentados ao longo dos experimentos e o 
fotoperíodo foi de 12 h escuro e 12 h luz. A aeração dos aquários foi mantida 
constante durante o período experimental.  
 Os patelídeos foram mantidos sob experimentação por nove dias e, no 
décimo dia, foram dissecados. Brânquias, pé muscular e glândula digestiva foram 
separados e congelados em nitrogênio líquido para armazenamento e transporte. 
Todas as análises bioquímicas foram realizadas no Laboratório de Bioquímica da 
Universidade de Taubaté (UNITAU).  
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3.3.3. Referencial da natureza 
 O metabolismo de N. concinna em condição natural foi utilizado como 
referencial da natureza. Para tanto, oito espécimes foram coletados e transportados 
em água do mar até os laboratórios da EACF. Os animais foram rapidamente 
dissecados e brânquias, pé muscular e glândula digestiva foram congelados 
imediatamente em nitrogênio líquido. O procedimento como um todo (coleta, 
transporte, dissecção e congelamento das amostras) foi conduzido em tempo inferior 
à 3 h. As amostras foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, bem 
como transportadas e armazenadas na mesma condição criogênica.  
3.4. Obtenção de homogeneizados e frações subcelulares 
 Todas as etapas preparativas dos homogeneizados utilizados no presente 
estudo, para determinar os níveis de enzimas, estudar o comportamento cinético das 
arginase e obter frações subcelulares, foram conduzidas em temperaturas entre 0 oC 
e 4 oC. 
3.4.1. Localização subcelular de arginases 
 Após a coleta dos animais, pé muscular e brânquias provenientes de 10 
patelídeos foram dissecados e imediatamente homogeneizados em Potter-Elvehjen 
utilizando tampão Hepes 20 mM (pH 7,4), contendo K2HPO4 5 mM, trimetilamina N-
óxido 1 mM e sacarose 250 mM, na proporção peso/volume (g/mL) de 1:5 e 1:10, 
respectivamente.  
 Os extratos livres de células foram centrifugados a 2.500 g por 10 minutos, 
os sedimentos descartados e sobrenadantes centrifugados a 12.000 g por 10 
minutos. Os sobrenadantes dessa etapas foram utilizados para quantificar a 
atividade argininolítica total e proteínas totais da fração citosólica.   
 Os sedimentos foram ressuspensos em 1 mL de tampão Hepes acima 
descrito, centrifugado à 12.000 g por 10 minutos, e os sobrenadantes foram 
descartados. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. Após a última 
centrifugação o sedimento mitocondrial foi ressuspenso em 500 µL de tampão de 
Hepes acima descrito, sonicado por 30 segundos para disrupção mitocondrial e 
centrifugado por 10 minutos a 12.000 g (CASEY & ANDERSON, 1982). O 
sobrenadante dessa etapa foi utilizado para determinar a atividade argininolítica total 
e proteínas totais da fração mitosólica.  
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 Todas as etapas preparativas dos homogeneizados e frações subcelulares, 
bem como as medidas da atividade argininolítica, foram realizadas nos laboratórios 
da EACF. As proteínas totais foram determinadas no laboratório de bioquímica da 
UNITAU.  
3.4.2. Distribuição tecidual das arginases e estudos cinéticos  
 Pé muscular, brânquias e pool dos demais tecidos moles de 5 espécimes de 
N. concinna foram dissecados e imediatamente homogeneizados em Potter-Elvehjen 
com tampão Hepes 20 mM (pH 7,4) contendo K2HPO4 5 mM, trimetilamina N-óxido 1 
mM e sacarose 250 mM, na proporção peso/volume (g/mL) de 1:5, 1:10 e 1:10, 
respectivamente. Os homogeneizados foram sonicados por 30 segundos e 
centrifugados por 10 minutos à 12.000 g.  
 Os sobrenadantes foram utilizados para: a) determinar os níveis de 
arginases presentes nos tecidos de N. concinna; b) estudar o efeito da concentração 
do substrato L-arginina sobre a atividade das arginase de brânquias e pé muscular; 
c) avaliar o efeito de cátions metálicos sobre a atividade das arginase de brânquias e 
pé muscular. Todas as etapas preparativas de homogeneizados e estudos cinéticos 
foram conduzidos nos laboratórios da EACF.  
3.4.3. Bioensaios e referencial da natureza 
 Brânquias, pé muscular e glândula digestiva de patelídeos dos bioensaios, e 
daqueles utilizados como referencial da natureza, foram homogeneizados em Potter-
Elvehjen com tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,4) na proporção peso/volume (g/mL) de 
1:10, 1:5 e 1:5, respectivamente. Os homogeneizados foram sonicados durante 30 
segundos para romper estruturas subcelulares, especialmente mitocôndrias, e 
centrifugados a 12.000 g por 10 minutos.  
 Os homogeneizados de glândula digestiva, utilizados para análise de 
proteínas carboniladas, foram preparados em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), 
contendo EDTA 1 mM na proporção peso/volume (g/mL) de 1:5. Após 
homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos. As 
amostras não foram sonicadas para reduzir a liberação de ácidos nucleicos e os 
sobrenadantes foram tratados com sulfato de estreptomicina, para eliminar a 
interferência de ácidos nucléicos sobre o método analítico, como descrito por 
Reznick & Packer (1994), com modificações. Alíquotas dos sobrenadantes foram 
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acrescidas de tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,2), contendo sulfato de 
estreptomicina 10% (p/v), para uma concentração final de sulfato de estreptomicina 
1% (p/v). Após 15 minutos em temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada à 
11.000 g por 15 minutos, e os sobrenadantes livres de ácidos nucléicos foram 
utilizados para determinação de proteínas carboniladas. 
3.5. Procedimentos analíticos 
 Todas as determinações bioquímicas foram realizadas em triplicata, e os 
métodos validados utilizando tecidos de N. concinna. As atividades enzimáticas e os 
níveis de proteínas totais, proteínas carboniladas e peroxidação lipídica foram 
determinados espectrofotometricamente no leitor de microplacas FLUOstar OPTIMA 
da BMG Labtech. Apenas a atividade da catalase foi determinada no 
espectrofotômetro Beckman DU-640, utilizando cubetas de quartzo de 500 µL e 
caminho óptico de 1 cm. 
3.5.1. Atividade argininolítica  
 A atividade da arginase (ARG) foi determinada por método descontínuo. Os 
níveis teciduais e subcelulares dessa enzima foram determinados em tampão glicina 
20 mM (pH 9,5), contendo L-arginina 100 mM (pH 9,5) e MnCl2 1 mM, na 
temperatura de 0 oC. 
 As curvas de saturação da ARG por L-arginina, foram estabelecidas em 
tampão Hepes 20 mM (pH 7,4), contendo MnCl2 1 mM e concentrações de L-
arginina entre 0 e 200 mM (pH 7,4), na temperatura de 0 oC. 
 Os estudos com cátions metálicos foram conduzidos em tampão Hepes 20 
mM (pH 7,4), contendo L-arginina 30 mM (pH 7,4) e cátion(s) metálico(s) na 
concentração de 1 mM (HgCl2, Zn(CH3COO)2, CoCl2, Cu(CH3COO)2, NiCl2, CdCl2, 
Pb(CH3COO)2, FeCl3, MnCl2). A atividade argininolítica obtida sem a adição de 
cátion(s) divalente(s) ao sistema de reação, foi assumida como controle. A atividade 
argininolítica foi determinada à 0 oC.  
 Alíquotas de sobrenadantes de brânquias (10 µL) e pé muscular (40 µL)  
foram adicionadas ao sistema de reação para um volume final de 250 µL. A reação 
foi interrompida pela adição de 250 µL de HCl 0,75 M e centrifugado a 10.000 g por 
5 minutos. Os sobrenadantes contendo a L-ornitina formada na reação catalisada 
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pela ARG, foram aliquotados em tubos criogênicos, congelados em nitrogênio 
líquido e transportados para o laboratório de bioquímica da UNITAU.  
 A L-ornitina foi determinada pelo método de Chinard (1952) com 
modificações. Alíquotas dos sobrenadantes foram transferidas para microplacas de 
96 poços, contendo solução de ninidrina 6% (p/v) em 2-metoxietanol.  As placas 
foram seladas com SealPlate® e, após 60 minutos à 85 oC, alíquotas de 70µL foram 
transferidas para microplacas de 384 poços e as absorbâncias lidas em  λ=520 nm.  
 Uma Unidade Internacional (U) de ARG foi definida como a quantidade de 
enzima que converteu 1 µmol de L-arginina em L-ornitina no tempo de 1 minuto. Os 
níveis de ARG das frações subcelulares de brânquias e pé muscular, foram 
relativizadas em função da concentração de proteínas e expressas em U/mg 
proteína. Os níveis de ARG dos estudos com cátions metálicos foram relativizadas 
em função do controle e as atividades expressas em porcentagem (%).  
3.5.2. Metabolismo energético e nitrogenado 
 Os níveis de enzimas do metabolismo energético e nitrogenado de N. 
concinna foram determinadas à 20 oC, utilizando os seguintes sistemas de reação: 
ü Hexoquinase (HK)  foi determinada em tampão imidazol 50 mM (pH 7,4), 
contendo glicose 2 mM, ATP 2 mM, MgCl2 10 mM, NADP+ 0,4 mM, ditiotreitol 
(DTT) 0,5 mM, KCl 2 mM e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 0,3 
U/mL. A reação teve início pela adição de amostra. O aumento de 
absorbância foi monitorado em  λ=340 nm (BALDWIN et al., 2007); 
ü Fosfofrutoquinase (PFK) foi determinada em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 
8,2), contendo ATP 1 mM, MgCl2 10 mM, NADH+H+ 150 µM, AMP 2 mM, KCl 
250 mM, glicerolfosfato desidrogenase 1 U/mL, aldolase 1,2 U/mL, triose 
fosfato isomerase 10 U/mL. A reação teve início pela adição de frutose-6-
fosfato para a concentração final de 5,0 mM. A redução de absorbância foi 
acompanhada em  λ=340 nm (BALDWIN et al., 2007); 
ü Piruvato quinase (PK) foi determinada em tampão imidazol 50 mM (pH 7,4), 
contendo ADP 5 mM, MgCl2 10 mM, KCl 25 mM, NADH+H+ 150 µM e lactato 
desidrogenase 9 U/mL. A reação teve início pela adição de fosfoenolpiruvato 
(PEP) para a concentração final de 5 mM. A redução de absorbância foi 
acompanhada em λ=340 nm (LEVESQUE et al., 2002); 
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ü Lactato desidrogenase (LDH) foi determinada em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 
7,4), contendo piruvato de sódio 1 mM, KCl 100 mM e NADH+H+ 250 µM. A 
reação teve início pela adição de amostra. A redução de absorbância foi 
acompanhada em  λ=340 nm (THUESEN et al., 2005); 
ü Octopina desidrogenase (ODH) foi determinada em tampão fosfato de sódio 
100 mM (pH 7,0), contendo piruvato de sódio 1 mM e NADH+H+ 300 µM. A 
reação teve início pela adição de L-arginina (pH 7,0) para a concentração final 
de 2 mM. O consumo endógeno de NADH+H+ foi determinado em sistema de 
reação sem L-arginina. A redução de absorbância foi acompanhada em 
 λ=340 nm (CARVAJAL et al., 1994b); 
ü Alanopina desidrogenase (ADH) foi determinada em tampão fosfato de 
potássio 100 mM (pH 7,0), contendo piruvato de sódio 1 mM e NADH+H+ 300 
µM. A reação teve início pela adição de L-alanina para a concentração final 
de 10 mM. O consumo endógeno de NADH+H+ foi determinado em sistema 
de reação sem L-alanina. A redução de absorbância foi acompanhada em 
 λ=340 nm (CARVAJAL et al., 1994b); 
ü Estrombina desidrogenase (SDH) foi determinada em tampão imidazol 100 
mM (pH 7,0), contendo piruvato de sódio 2,5 mM e NADH+H+ 300 µM. A 
reação teve início pela adição de glicina para a concentração final de 120 
mM. O consumo endógeno de NADH+H+ foi determinado em sistema de 
reação sem glicina. A redução de absorbância foi acompanhada em  λ=340 
nm (NICCHITTA & ELLINGTON, 1984); 
ü Piruvato carboxilase (PC) foi determinada em tampão Tris-HCl 100 mM (pH 
8,0), contendo MgSO4 5mM, NaHCO3 15 mM, ATP 1mM, acetil-coenzima A 
0,1 mM, KCl 15 mM, NADH+H+ 150 µM e malato desidrogenase 10 U/mL. A 
reação teve início pela adição de piruvato de sódio para a concentração final 
de 5 mM. O consumo endógeno de NADH+H+ foi determinado em sistema de 
reação sem piruvato. A redução de absorbância foi acompanhada em  λ=340 
nm (WARREN & TIPTON, 1974); 
ü Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) foi determinada em tampão 
imidazol 50 mM (pH 7,0), contendo MgSO4 2 mM, MnCl2 2 mM, NaHCO3 20 
mM, DTT 1 mM, PEP 2 mM, NADH+H+ 150 µM,  malato desidrogenase 6 
U/mL. A reação teve início pela adição de IDP para a concentração final de 
0,5 mM. O consumo endógeno de NADH+H+ foi determinado em sistema de 
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reação sem IDP. A redução de absorbância foi acompanhada em  λ=340 nm 
(PAYNTER et al., 1985; WIESE et al., 1991); 
ü Alanina aminotransferase (ALT) foi determinada em tampão Tris-HCl 50 mM 
(pH 8,0), contendo α-cetoglutarato (α-KG) 10 mM, NADH+H+ 150 µM, lactato 
desidrogenase 5 U/mL. A reação teve início pela adição de L-alanina para 
concentração final de 20 mM. O consumo endógeno de NADH+H+ foi 
determinado em sistema de reação sem L-alanina. A redução de absorbância 
foi acompanhada em  λ=340 nm (PAYNTER et al., 1985); 
ü Aspartato aminotransferase (AST) foi determinada em tampão Tris-HCl 100 
mM (pH 8,0), contendo α-KG 10 mM, NADH+H+ 150 µM, malato 
desidrogenase 5 U/mL. A reação teve início pela adição de L-aspartato para a 
concentração final de 20 mM. O consumo endógeno de NADH+H+ foi 
determinado em sistema de reação sem L-aspartato. A redução de 
absorbância foi acompanhada em  λ=340 nm (PAYNTER et al., 1985); 
ü Citrato sintase (CS) foi determinada em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), 
contendo KCl 100 mM, EDTA 1 mM, DTNB (dissolvido em Tris-HCl 50 mM pH 
7,4) 0,2 mM e acetil-coenzima A 0,2 mM. A reação teve início pela adição de 
oxaloacetato para a concentração final de 0,5 mM. O aumento de 
absorbância foi acompanhado em  λ=410 nm (SABOROWSKI & BUCHHOLZ, 
2002); 
ü Isocitrato desidrogenase (IDH) foi determinada em tampão Tris-HCl 70 mM 
(pH 7,4), contendo MgSO4 8 mM, NADP+ 500 µM, MnCl2 1 mM. A reação teve 
início pela adição de solução contento D/L-isocitrato e citrato para a 
concentração final de 3 mM e 20 mM respectivamente. O aumento de 
absorbância foi acompanhado em λ=340 nm (PÖRTNER et al., 1999a); 
ü Malato desidrogenase (MDH) foi determinada em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 
7,4), contendo oxaloacetato 0,4 mM, MgCl2 20 mM e NADH+H+ 150 µM. A 
reação teve início pela adição de amostra. A redução de absorbância foi 
acompanhada em  λ=340 nm (CHILDRESS & SOMERO, 1979); 
ü A atividade da arginase (ARG) foi medida como descrito por Chinard (1952) 
com modificações, em microplacas de 96 poços. A atividade argininolítica foi 
determinada em tampão glicina 50 mM (pH 9,5), contendo L-arginina 100 mM 
(pH 9,5) e MnCl2 1 mM. A reação foi interrompida pela adição de HCl 0,2813 
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M, para uma concentração final de 0,0625 M. Em seguida, foi adicionado 
ninidrina 6% (p/v), dissolvida em 2-metoxietanol. As placas foram seladas 
com SealPlate®, e após 60 minutos em 85 oC, alíquotas de 70µL foram 
transferidas para placas de 384 poços, e as absorbâncias determinadas em 
 λ=520 nm; 
ü Glutamato desidrogenase (GDH) foi determinada em tampão fosfato de 
potássio 100 mM (pH 7,5), contendo sulfato de amônio 100 mM e NADH+H+ 
100 µM. A reação teve início pela adição de α-KG para a concentração final 
de 5 mM. A redução de absorbância foi acompanhada em λ=340 nm 
(CIARDIELLO et al., 2000). 
3.5.3. Enzimas da defesa antioxidante 
 Os níveis de enzimas da defesa antioxidante de N. concinna foram 
determinadas à 20 oC, utilizando os seguintes sistemas de reação: 
ü Glutationa redutase (GR) foi determinada em tampão fosfato de potássio  50 
mM (pH 7,0), contendo EDTA 0,5 mM e NADPH+H+ 250 µM. A reação teve 
início pela adição de glutationa oxidada (GSSG) para a concentração final de 
1 mM. A redução de absorbância foi acompanhada em  λ=340 nm 
(LUSHCHAK & BAGNYUKOVA, 2006); 
ü Superóxido dismutase (SOD) foi determinada em tampão carbonato de sódio 
100 mM (pH 10,2), contendo EDTA 17,5 µM e cloreto de nitro azul tetrazólio 
(NBT) 1 mM. A reação teve início pela adição de hidroxilamina para 
concentração final de 3,7 mM. O aumento de absorbância foi acompanhado 
em  λ=560 nm (KONO, 1978); 
ü Catalase (CAT) foi determinada em tampão fosfato de sódio 100 mM (pH 7,0), 
contendo H2O2 12 mM. A reação teve início pela adição da amostra. A 
redução de absorbância foi acompanhado em  λ=240 nm (REGOLI et al., 
1997); 
ü Glutationa S-transferase (GST) foi determinada em tampão fosfato de sódio 
100 mM (pH 6,5), contendo glutationa reduzida (GSH) 1 mM. A reação teve 
início pela adição de 1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), dissolvido em 
etanol, para a concentração final de 1,5 mM. As medidas de absorbância da 
reação espontânea entre CDNB e GSH foi subtraída das leituras de atividade 
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das amostras. O aumento da absorbância foi acompanhado em  λ=340 nm 
(REGOLI et al., 1997); 
ü Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi determinada em tampão Tris-
HCl 100 mM (pH 7,4), contendo glicose-6-fosfato 1,0 mM e NADP+ 200 µM. A 
reação foi iniciada pela adição de amostra (brânquia e pé muscular) ou 
glicose-6-fosfato (glândula digestiva). O aumento da absorbância foi 
acompanhado em  λ=340 nm (CIARDIELLO et al., 1995). 
 As atividades das enzimas do metabolismo energético, metabolismo 
nitrogenado e da defesa antioxidante foram expressas em Unidade Internacional (U), 
definida como a quantidade de enzima que catalisa a conversão de 1 µmol de 
substrato em produto no tempo de 1 minuto, ou mU (nmol/min). Exceção feita à 
SOD, que teve a atividade expressa em função da sua habilidade de inibir a redução 
do NBT, como descrito por Kono (1978). Assim, 1 unidade de SOD (U SOD) foi 
definida como a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a redução de NBT do 
sistema de reação. As atividades enzimáticas foram normalizadas em função da 
concentração de proteínas totais e expressas em U/mg de proteína ou mU/mg de 
proteína, inclusive SOD.  
3.5.4. Peroxidação lipídica 
 Os níveis de peroxidação lipídica (LPO) foram determinados pelo método 
FOX e utilizados como marcadores de lesão oxidativa. Alíquotas de 
homogeneizados de glândulas digestivas foram incubadas em sistema de reação 
contendo metanol 95,75%, Xilenol Laranja 100 µM, H2SO4 25 mM, hidroxitolueno 
butilado (BHT; dissolvido em metanol) 4 mM e FeSO4.NH4 250 µM. As leituras de 
absorbância foram realizadas em  λ=560 nm (JIANG et al., 1991; JIANG et al., 
1992). Os resultados foram normalizados em função da concentração proteica total 
das amostras e expressos em nmol/mg proteína. 
3.5.5. Carbonilação proteica 
 Os níveis de proteínas carboniladas (PCO) foram determinados pelo método 
descrito por Levine et al. (1990) e Quinlan & Gutteridge (2000) e utilizados como 
marcadores de lesão oxidativa. Amostras livres de ácidos nucléicos foram 
incubadas, protegidas da luz, à 37 oC durante 90 minutos com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH; dissolvido em HCl 2 M) 10 mM. Os brancos foram 
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preparados com amostras incubadas com HCl 2 M, em substituição ao DNPH. Na 
sequência, foi adicionado ácido tricloroacético 28% (p/v) e os tubos centrifugados a 
4.000 g por 3 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos 
lavados três vezes com etanol – acetato de etilo 1:1 (v/v), seguido de centrifugação 
a 4.000 g por 6 minutos, para cada ciclo de lavagem. Os sedimentos foram 
ressuspensos em hidrocloreto de guanidina 6 M (dissolvido em tampão fosfato de 
potássio 20 mM pH 2,3) e os tubos centrifugados a 4.000 g por 3 minutos. Alíquotas 
dos sobrenadantes dessa etapa foram transferidas para microplacas de 96 poços, e 
lidas em  λ=340 nm. O nível de proteínas carboniladas foi calculado utilizando o 
coeficiente de extinção molar das hidrazonas (2.1 x 104 M-1 cm-1). Os resultados 
foram normalizados em função da concentração proteica total e expressos em 
nmol/mg proteína. 
3.5.6. Determinação de proteínas totais 
 A concentração proteica das amostras foi determinada pelo método BCA 
(bicinchoninic acid), similar ao método de Lowry, utilizando o Kit QuantiPro BCA da 
Sigma, e soro albumina bovina como padrão. As leituras espectrotométricas foram 
realizadas em λ=560 nm.  
3.6. Análises de dados 
3.6.1. Cinética enzimática 
 As curvas de saturação da arginase por L-arginina foram ajustadas mediante 
regressão linear, para enzimas hiperbólicas com um ou dois sítios catalíticos (ou 
duas isoenzimas). Os gráficos e os cálculos cinéticos foram realizados no programa 
GraphPad Prism 5,0. A presença de formas isoenzimáticas foi caracterizada por 
gráficos de Michaelis e Eadie-Scatchard (SEGEL, 1993). As atividades 
argininolíticas na presença de cátions metálicos foram normalizadas em relação ao 
controle, o qual foi assumido como 100%.  
3.6.2. Análises estatísticas 
 As comparações estatísticas foram conduzidas no programa “Statistica” e, 
dependendo do conjunto de dados, foram conduzidas análises de variância de três 
vias (three-way) para avaliar os efeitos termo-salino-tempo, e de uma via (one-way) 
para avaliar o efeito de metais e do esgoto, seguido de pós-teste de Tukey. A 
normalidade e a homogeneidade dos dados foram acessadas usando os testes de 
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Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Sempre que necessário, os dados foram 
logaritmo transformados, para atender as exigências ANOVA. As diferenças entre as 
médias foram consideradas significativas quando p<0,05.  
Para melhor visualizar os efeitos do aquecimento e baixa salinidade ao 
longo do tempo e das interações entre fatores, os dados foram agrupados 
considerando os resultados do teste ANOVA trifatorial. Assim, para evidenciar o 
efeito da temperatura, os resultados foram agrupados em 0 ou 4 oC, 
independentemente do tempo ou condição salina; para demonstrar o efeito da 
salinidade, o agrupamento foi conduzido em 35 ou 25 psu, sem considerar a 
temperatura ou tempo; para observar o efeito do tempo, os dados foram agrupados 
em 3, 6, 12, 24 e 48 horas, independentemente da condição termo-salina. Já para 
visualizar as interações entre fatores, os dados foram agrupados de acordo com os 
fatores participantes da interação, sem considerar o outro fator. Por exemplo, para 
verificar a interação temperatura-salinidade, os resultados foram agrupados de 
acordo com a condição termo-salina, sem considerar o tempo. 
3.7. Definição de termos e temperaturas  
 As atividades enzimáticas dos tecidos de N. concinna foram determinadas 
com o objetivo de entender: a) como fatores naturais e antrópicos poderiam estar 
aumentando ou diminuindo a concentração tecidual de enzimas; b) como cátions de 
metais pesados e o substrato L-arginina podem modular a atividade das arginases 
em condições térmicas e de pH próximas das fisiológicas. 
 No primeiro caso, a concentração tecidual de enzimas foi determinada 
considerando que a atividade enzimática específica varia diretamente em função a 
concentração enzimática sob condições otimizadas. Semelhante a diversos 
bioquímicos e fisiologistas (HOCHACHKA & SOMERO, 2002; SOMERO, 2004), nós 
utilizamos o termo “níveis enzimáticos” ou “níveis de enzimas” como sinônimo de 
“atividade enzimática específica” ou “concentração enzimática”. Assim, diferentes 
concentrações enzimáticas teciduais do gastrópode N. concinna aclimatado em 
condições experimentais distintas, não representam ativação ou inibição enzimática, 
mas sim aumento ou redução da concentração da enzima.  
 Já no segundo caso, as medidas de atividade argininolítica não representam 
“níveis”, pois trata-se do efeito direto de cátions de metais pesados e do substrato L-
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arginina sobre a atividade da arginase, ou seja, a concentração da enzima foi 
mantida constante ao longo das análises, e o aumento ou redução da atividade 
argininolítica não tem relação com o nível enzimático. É importante diferenciar as 
medidas de atividade quanto às suas finalidades, distinguindo as medidas de 
atividade que indicam a concentração enzimática em homogeneizados teciduais, 
daquelas que refletem a ação direta de substratos, inibidores e ativadores sobre a 
atividade enzimática.  
3.7.1. Fatores que influenciam a atividade enzimática tecidual 
Alterações ambientais envolvendo temperatura, pH, salinidade e poluentes 
podem promover desastroso desequilíbrio metabólico, comprometer a integridade de 
sistemas fisiológicos, e inviabilizar a vida de organismos. Direta ou indiretamente as 
enzimas são responsáveis pela manutenção dos ritmos metabólicos e, 
consequentemente, dos sistemas fisiológicos. A atividade enzimática tecidual pode 
ser controlada quantitativamente pela expressão gênica, e qualitativamente pela 
modulação da atividade de enzimas pré-existentes, via concentração de substrato, 
ativadores e/ou inibidores (CLARKE, 2003). Frequentemente, bioquímicos e 
fisiologistas utilizam a atividade enzimática como marcador do metabolismo, como 
forma de entender as estratégias metabólicas operacionalizadas por organismos sob 
condições ambientais adversas.  
A determinação de atividades enzimáticas para estabelecer relação direta 
com fluxos metabólicos, bem como para determinar os valores de constantes 
cinéticas (constante de Michaellis (KM), constante de inibidores (Ki), constantes 
catalíticas (kcat)), devem ser estabelecidas em condições de pH, temperatura, 
concentrações de substratos e cofatores, próximas das fisiológicas. Nesse sentido, 
Maggini et al. (1992), utilizaram sistema de reação em condições próximas da 
fisiológica (temperatura de 30 oC,  pH 7,2, Mn2+ 30 µmol.L-1 e L-arginina variando 
entre zero e 8 mmol.L-1) para estabelecer relação entre a atividade da arginase 
hepática de rato e a atividade do ciclo da ureia. No presente estudo, as constantes 
cinéticas das arginase de brânquias e pé muscular de N. concinna, bem como o 
efeito de cátions metálicos sobre a atividade argininolítica, foram determinadas em 
condições de temperatura (0 oC) e pH (7,4) próximos do fisiológico.  
Contudo, se o objetivo for determinar a concentração enzimática como 
resultado da expressão gênica (aumento ou diminuição da quantidade de enzima 
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tecidual), a atividade enzimática específica deve ser determinada, 
preferencialmente, sob condições otimizadas. Nesse sentido, os métodos otimizados 
têm como principais vantagens a maior sensibilidade e a menor incidência de erros 
(BERGMEYER, 1983b; a).  
Determinar a concentração da proteína enzimática é uma tarefa árdua e 
custosa, pois demanda purificação da proteína enzimática até a homogeneidade, 
bem como a determinação da sua massa molecular e da constante catalítica molar 
(kcat.mol-1). Apenas em situações muito específicas, a concentração da proteína 
enzimática é determinada. Nesse caso, as atividades enzimáticas específicas têm 
sido utilizadas como indicador da concentração enzimática, ou seja, concentração 
enzimática em termos de atividade (BUTTERWORTH, 1983).  
A título de exemplo, diversos autores determinaram a atividade específica 
argininolítica, em condições não fisiológicas de temperatura e pH (9,5), comparando 
os níveis teciduais de arginase, como indicador da concentração de arginase 
(CARVAJAL et al., 1984; AMINLARI & VASEGHI, 1992; JENKINSON et al., 1996; 
SRIVASTAVA & RATHA, 2013b).  
No presente estudo, os níveis de arginase de brânquias, pé muscular e pool 
dos demais tecidos moles, bem como a distribuição subcelular da concentração de 
arginase  de N. concinna, foram determinadas na temperatura de 0 oC e pH 9,5, 
utilizando a atividade específica da enzima como indicador da concentração de 
arginase. Assim, a concentração de arginase, expressa pela atividade específica 
(mU.mg-1 de proteína), foi utilizada como indicador dos níveis de arginase dos 
tecidos de N. concinna.  
3.7.2. Validação de métodos 
A via clássica para descobrir as condições ideais para determinação da 
concentração enzimática em tecidos e fluídos biológicos, reside em variar uma das 
variáveis e manter as demais constantes.  
Embora exista uma vasta literatura descrevendo métodos otimizados para 
determinação da atividade de diversas enzimas, rigorosamente, esses devem ser 
validados nas condições analíticas de cada laboratório,  contemplando as 
especificidades bioquímicas dos tecidos biológicos. A validação é essencial para 
impedir que erros expressivos sejam incorporados aos resultados das análises.  
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Os métodos otimizados consideram que a velocidade inicial da reação 
enzimática é uma função da concentração total da enzima ([E]t). Nesse sentido, as 
concentrações de substratos dos sistemas de reação devem ser mantidas, sempre 
que possível, em níveis próximos da saturação, tornando os métodos mais seguros 
em relação ao tempo de reação e a manutenção de uma [substrato]>>>[E]t 
(BERGMEYER, 1983a). Mesmo assim, o tempo de reação não deve ser muito 
longo, pois só assim a velocidade da reação será inicial, considerando que essa 
condição pressupõe que apenas uma pequena fração do substrato (não mais de 
5%) tenha sido transformada em produto.  
A velocidade da reação enzimática pode ser determinada com 
concentrações sub saturantes de substrato, mas isso deve ser evitado, pois extratos 
livres de células podem conter substratos endógenos em concentrações 
expressivas. Nesse caso, o substrato extra pode elevar a velocidade enzimática e 
introduzir erro analítico (SEGEL, 1993). Todos os níveis enzimáticos do presente 
estudo foram determinados em condições otimizadas, atendendo os critérios de 
velocidade inicial.  
Outrossim, nas condições de análise in vitro, onde [substrato]>>>[E]t, a 
concentração enzimática de uma preparação impura (homogeneizado), pode ser 
expressa pela atividade específica (U.mg-1 proteína) (SEGEL, 1993). No presente 
estudo, essa premissa teórica foi validade para cada um dos métodos utilizados para 
estabelecer os níveis enzimáticos dos tecidos de N. concinna. Para tanto, os 
homogeneizados de brânquias, pé muscular, glândula digestiva e pool dos demais 
tecidos desse gastrópode foram testados previamente quanto ao efeito da 
concentração da enzima sobre a velocidade da reação. A linearidade entre 
concentração da enzima e a atividade enzimática mostra que a reação enzimática 
transcorreu sem interferência significativa dos demais constituintes do 
homogeneizado (inibidores, ativadores, etc). 
Exemplificando, a linearidade entre o efeito da concentração da enzima 
fosfofrutoquinase (PFK) do pé muscular de N. concinna e a atividade enzimática 
(figura 12), mostra que a atividade específica da PFK varia linearmente em função 
da concentração da enzima. Esse comportamento cinético mostra que os demais 
constituintes do homogeneizado e os componentes do sistema de reação, não estão 
interferindo na velocidade da reação catalisada pela PFK. Nesse sentido, cabe 
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ressaltar que o sistema de reação da PFK utiliza enzimas auxiliares (glicerolfosfato 
desidrogenase, aldolase e triose fosfato isomerase), e estas devem estar em 
concentração muito superior à PFK, pois caso contrário, a etapa limitante da reação 
será determinada pelo sistema enzimático auxiliar, e não pela PFK (figura 13). 
Nesse caso, uma baixa atividade do sistema auxiliar (desnaturação de enzimas 
auxiliares e/ou erro de composição dessas enzimas), estaria alterando a linearidade 
da curva.  
Todas as enzimas têm uma faixa de pH ótimo, na qual apresentam a sua 
maior atividade. O pH ótimo das enzimas nem sempre coincide com o pH fisiológico 
das células e tecidos. Valores de pH ótimo entre 9,5 e 10,5 têm sido descrito para 
arginases de diversos organismos (JENKINSON et al., 1996). Contudo, o pH dos 
fluídos biológicos intracelulares, normalmente, estão em torno de 7,4. Sistemas de 
reação otimizados priorizam o pH ótimo, pois isso torna o método mais sensível.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Efeito da concentração de fosfofrutoquinase (PFK) de Nacella concinna sobre a 
velocidade da reação. A linearidade da curva A mostra que a atividade da PFK não foi 
modulada por constituintes do homogeneizado, e nem limitada pelo sistema de reação. A 
curva hipotética B ilustra o efeito teórico de ativador(es) no homogeneizado. A curva 
hipotética C ilustra o efeito teórico de inibidor(es) no homogeneizado e/ou limitações do 
sistema auxiliar da reação. A atividade da PFK foi representada arbitrariamente pela 
variação da absorbância por minuto (ΔAbs.min-1). A quantidade de enzima é diretamente 
proporcional à tomada de ensaio do homogeneizado em µL (10 µL têm o dobro de PFK que 
5 µL, e a atividade da PFK foi aproximadamente o dobro). Fonte: a autora (2017). 
Por outro lado, algumas enzimas apresentam comportamento alostérico em 
pH fisiológico, o que pode resultar em erros na determinação da concentração 
enzimática em pH fisiológico (RODRIGUES et al., 1994). Nesse sentido, e a título de 
exemplo, as PFKs apresentam comportamento alostérico em pH 7,2, mas não em 
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pH 8,2, onde seu comportamento é de enzima hiperbólica (KAMP et al., 2007). 
Assim, o sistema de reação utilizado para determinar os níveis de PFK foi 
tamponado em pH 8,2. O sistema de reação utilizado no presente estudo para 
determinar os níveis de PFK, não contemplaram concentrações substratos, 
cofatores, pH, etc (ver material e métodos) próximos das condições fisiológicas dos 
fluídos biológicos teciduais. Assim, sob condições otimizadas, as medidas de 
atividade específica da PFK refletiram a concentração da enzima.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Reação de fosforilação da frutose-6-fosfato (F-6-P) em frutose-1,6-bisfosfato (F-
1,6-P2), catalisada pela fosfofrutoquinase (PFK). A F-1,6-P2 formada na reação pode ser 
quantificada por um sistema auxiliar constituído pelas enzimas aldolase, triose-fosfato 
isomerase (TPI) e glicerolfosfato desidrogenase (α-GDH). A reação pode ser acompanhada 
em 340 nm, monitorando a oxidação da nicotinamida-adenina-dinucleotídeo reduzida 
(NADH+H+) em oxidada (NAD+). PDHA: dihidroxiacetona fosfato; GAP: gliceraldeído-3-
fosfato; ATP: adenosina trifosfato; ADP: adenosina difosfato. Fonte: a autora (2017). 
Concluindo, as atividades enzimáticas determinadas em condições 
otimizadas, normalmente são várias vezes maiores do que a atividade enzimática 
em condições próximas das fisiológicas. Isso ocorre porque as enzimas no meio 
intracelular estão submetidas à concentrações sub saturantes de substratos e 
sofrem ação de outros fatores, que determinam uma atividade enzimática bem 
menor do que em condições otimizadas (NEWSHOLME & START, 1973). Dessa 
forma, os níveis de enzimas determinados em condições otimizadas sinalizam 
apenas o potencial metabólico de células e tecidos, como resultado da expressão 
gênica. 
O aumento da temperatura pode instabilizar a estrutura proteica enzimática 
e promover desnaturação. Por outro lado, o aumento da temperatura em condições 
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não desnaturantes, aumenta número de colisões produtivas entre a enzima e o 
substrato, elevando a velocidade da reação (SEGEL, 1993). 
A desorganização térmica da estrutura proteica é um processo normalmente 
irreversível que inviabiliza a catálise enzimática. Estudos com estenotérmicos 
antárticos e microrganismos psicrofílicos mostraram que, pelo menos em parte, as 
enzimas desses organismos apresentam estruturas mais flexíveis, que 
proporcionam vantagens cinéticas em temperaturas sub-zero. Todavia, essas 
estruturas apresentam, normalmente, menor estabilidade térmica quando 
comparadas com enzimas homólogas de organismos de regiões tropicais 
(GEORLETTE et al., 2003; GEORLETTE et al., 2004; SOMERO, 2004). Assim, a 
premissa de que enzimas de organismos antárticos devem ser termicamente mais 
instáveis, foi considerado no presente estudo  de validação dos métodos.    
A falta de consenso na definição da melhor temperatura para determinação 
da atividade enzimática sob condições otimizadas tem gerado polêmica. Em 1961, a 
União Internacional de Bioquímica (IUB, International Union of Biochemistry) 
recomendou a temperatura termodinâmica de 25 oC para análises enzimáticas. Essa 
recomendação foi alterada pela própria IUB para 30 oC em 1964. Assim, 
especialistas do painel em enzimas da Federação Internacional de Química Clínica 
(IFCC, International Federation of Clinical Chemistry) também recomendaram essa 
temperatura para análises clínicas enzimológicas. Contudo, a temperatura de 37 oC 
foi adotada por algumas entidades de análises clínicas para determinação da 
concentração de enzimas no soro humano. Nesse caso, a principal crítica reside no 
tempo de exposição, onde algumas enzimas humanas se apresentam instáveis à 37 
oC. Outra crítica, reside na perda de calor para o ar ao redor do sistema de reação, a 
qual é mais rápida e dificulta o controle da temperatura em sistemas automatizados. 
Fatores de conversão para atividades enzimáticas determinadas em diferentes 
temperaturas (30 oC ou 37 oC), têm sido estabelecidos para comparar resultados 
entre laboratórios de análises clínicas (BERGMEYER, 1983a; BURTIS & 
ASHWOOD, 1994).  
A temperatura de 30 oC não é fisiológica para humanos. Contudo,  isso não 
inviabiliza a utilização dos níveis de enzimas séricas à 30 oC como exame 
complementar ao diagnóstico clínico, contanto que os valores de referência tenham 
sido determinados na mesma condição térmica. Temperaturas mais elevadas (não 
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desnaturantes), tornam os métodos enzimáticos mais sensíveis, mas a escolha deve 
ser feita com muita cautela.  
Bioquímicos e fisiologistas têm escolhido temperaturas não fisiológicas para 
determinar a atividade específica enzimática de organismos antárticos. Embora 
Abele et al. (2001) tenham conduzido os experimentos com o bivalve antártico 
Yoldia eightsi em temperaturas próximas da fisiológica, as determinações 
enzimáticas foram realizadas à 20 oC. Os autores também utilizaram o termo “níveis 
de enzimas” para expressar as “concentrações enzimáticas”, semelhante à decisão 
tomada no presente estudo.  
Assim, diversos autores determinaram a concentração de enzimas de 
organismos antárticos em temperaturas não fisiológicas: Abele et al. (1998) – 
Nacella concinna – 20 oC; Ghosh et al. (2013) – Trematomus bernacchii – 20 oC; 
Ciardiello et al. (1999) – Chaenocephalus aceratus – 25 oC; Ciardiello et al. (1995) – 
teleósteos antárticos – 20 oC; Kawall et al. (2002) – peixes antárticos - 10 oC; Park et 
al. (2009) – Laternula elliptica – 25 oC.  
Por outro lado, medidas de atividade em temperaturas próximas das 
fisiológicas de organismos antárticos, foram realizadas com o objetivo de 
estabelecer relação entre a atividade enzimática e/ou constantes cinéticas da reação 
e a performance de sistemas fisiológicos (DUNN & JOHNSTON, 1986; MAFFIA et 
al., 1993; RODRIGUES et al., 1994; PÖRTNER et al., 1999a; STROBEL et al., 
2015). 
A estabilidade térmica enzimática de organismos antárticos, basicamente 
peixes e invertebrados, tem sido avaliada no laboratório de bioquímica da 
Universidade de Taubaté. Todas as enzimas analisadas no presente estudo se 
mostraram estáveis à 20 oC por pelo menos 30 minutos. Comparativamente, as 
enzimas de N. concinna se mostraram termicamente mais estáveis do que as 
enzimas homólogas de peixes antárticos, que são estenotérmicos. Dentre as 
enzimas de peixes antárticos, a arginase hepática do peixe antártico Notothenia 
coriiceps, apresentou a menor estabilidade térmica (figura 14).  
Comparativamente, arginases homólogas de vertebrados homeotérmicos, 
normalmente, são estáveis por 5 à 10 minutos em temperaturas de 55 – 65 oC. 
Nesse sentido, a arginase da glândula mamária de rato perdeu apenas 16% de 
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atividade quando incubada a 55 oC durante 20 minutos (JENKINSON & GRIGOR, 
1994). Assim, o experimento da figura 14 mostra que a estabilidade térmica 
enzimática é espécie dependente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Estabilidade térmica da arginase hepática de Notothenia coriiceps. Alíquotas de 
homogeneizados foram mantidas durante tempo determinado nas temperaturas de 20, 25, 
30, 35 e 40 oC. Decorrido o tempo, as alíquotas dos homogeneizados foram utilizadas na 
determinação da atividade residual argininolítica, na temperatura de 20 oC. Fonte: a autora 
(2017). 
 
Finalizando, se o objetivo for avaliar o efeito de fatores naturais ou 
antrópicos sobre a expressão gênica de enzimas (níveis teciduais de enzimas), a 
atividade específica (U.mg-1 de proteína) enzimática pode ser determinada em 
condições otimizadas, rigorosamente validadas nas condições experimentais de 
cada laboratório. Por outro lado, se o objetivo for avaliar o comportamento cinético 
de enzimas em condições fisiológicas, a atividade enzimática deve ser, 
rigorosamente, determinada em condições próximas das fisiológicas. Por exemplo, 
Crockett & Sidell (1990) compararam as propriedades cinéticas de enzimas de 
peixes antárticos com as de peixes de regiões temperadas como indicadores 
bioquímicos de adaptação ao frio, mostrando que enzimas do metabolismo 
energético anaeróbio e aeróbio são cineticamente mais preparadas e adaptadas 
para catálise em baixas temperaturas. Nesse caso, as medidas de atividade, 
necessariamente, foram realizadas na temperatura fisiológica de 1 oC e no estresse 
térmico de 10 oC.  
Independentemente do método enzimático utilizado para determinação da 
atividade enzimática, o intervalo de tempo entre o início da preparação dos 
homogeneizados livres de células e a finalização das medidas de atividade 
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enzimática, deve ser suficientemente curto para que as enzimas não sofram 
desnaturação, seja por temperatura, ou pela ação outros fatores (ação de proteases, 
etc). Portanto, no presente estudo, também foram determinadas a estabilidade das 
enzimas nos homogeneizados, sendo que algumas enzimas se mostraram estáveis 
por apenas 3h, nas condições dos homogeneizados. Os estudos também mostraram 
que algumas enzimas perderam atividade quando os homogeneizados foram 
congelados em -20 oC, ou mesmo em -80 oC, inviabilizando o congelamento dos 
homogeneizados para posterior determinação da atividade enzimática.  
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4. RESULTADOS 
4.1. Efeito do aquecimento e da baixa salinidade sobre o metabolismo de 
Nacella concinna ao longo do tempo  
 Todos os animais sobreviveram às condições experimentais dos bioensaios. 
Contudo, na condição termo-salina 0 oC – 25 psu, no tempo de 24 horas, os 
espécimes de Nacella concinna foram removidos facilmente das paredes dos 
aquários e um deles estava solto no fundo. Também foi observado acúmulo de 
líquido na cavidade do manto de dois espécimes da condição experimental termo-
salina 4 oC – 25 psu, no tempo de 48 horas. 
4.1.1. Defesa antioxidante 
 Os efeitos do aquecimento e da baixa salinidade sobre os níveis de enzimas 
da defesa antioxidante das brânquias de N. concinna, ao longo do tempo de 
experimentação, podem ser visto na figura 15. O aquecimento em 4 ºC elevou em 
9% os níveis de SOD (figura 15 E) e, de forma oposta e com a mesma intensidade, 
reduziu os níveis de CAT (figura 15 F). A baixa salinidade elevou em 29% os níveis 
de G6PDH (figura 15 G). Uma leve interação tempo-temperatura (p=0,046) foi capaz 
de elevar os níveis de SOD (figura 15 H), no tempo de 48 h em 0 oC e no tempo de 
12h em 4 oC. Os níveis de GR não foram modulados pelo aquecimento e baixa 
salinidade no curso do tempo. Os valores de p obtidos no teste ANOVA trifatorial 
estão sumarizados na figura 15 I. Não foram encontradas diferenças significativas 
entre os níveis enzimáticos dos animais do referencial da natureza, quando 
comparado aos animais da condição termo-salina 0 oC – 35 psu no tempo zero. 
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Figura 15. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre 
os níveis de enzimas da defesa antioxidante das brânquias de Nacella concinna. Os níveis 
das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH; A), glutationa redutase (GR; B), 
superóxido dismutase (SOD; C) e catalase (CAT; D) foram acessados ao longo de 48 h, nas 
condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 
4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessas enzimas também foram determinados nas brânquias 
de animais imediatamente removidos da natureza (referencial da natureza; RN). As faixas 
cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, se referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 
psu no tempo zero. Gráficos secundários (E até H) mostram o efeito isolado de fatores e das 
suas interações. Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro I, onde ns indica 
não significativo. Letras diferentes acima dos níveis enzimáticos indicam diferenças 
significativas para p<0,05.  
 Os efeitos do aquecimento e da baixa salinidade sobre os níveis de enzimas 
a defesa antioxidante do pé muscular de N. concinna, ao longo do tempo de 
experimentação, pode ser visto na figura 16. O aquecimento em 4 oC elevou em 
28% os níveis de G6PDH (figura 16 E) e a hipossalinidade elevou em 9% os níveis 
de SOD (figura 16 F). O aquecimento e a baixa salinidade não foram capazes de 
modular os níveis de GR e CAT. Os níveis das enzimas da defesa antioxidante do 
pé muscular de N. concinna não foram moduladas por interações entre fatores 
(figura 16 G). Ao comparar os níveis das enzimas dos animais do referencial da 
natureza com os da condição termo-salina 0-35 no tempo zero, foi observado níveis 
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de G6PDH significativamente superiores nos animais do referencial da natureza 
(p=0,0006). Contudo, as outras enzimas não apresentaram diferenças significativas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre 
os níveis de enzimas da defesa antioxidante do pé muscular de Nacella concinna. Os níveis 
das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH; A), glutationa redutase (GR; B), 
superóxido dismutase (SOD; C) e catalase (CAT; D) foram acessados ao longo de 48 h, nas 
condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 
4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessas enzimas também foram determinados no pé muscular 
de animais imediatamente removidos da natureza (referencial da natureza; RN). As faixas 
cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, se referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 
psu no tempo zero. O asterisco acima de RN indica diferença significativa (p<0,05) entre RN 
e 0-35 tempo zero. Gráficos secundários (E até F) mostram o efeito isolado de fatores e das 
suas interações. Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro G, onde ns indica 
não significativo. Letras diferentes acima dos níveis enzimáticos indicam diferenças 
significativas para p<0,05. 
 Os efeitos do aquecimento e hipossalinidade sobre os níveis de enzimas da 
defesa antioxidante da glândula digestiva de N. concinna, ao longo do tempo de 
experimentação, pode ser visto na figura 17. O aquecimento em 4 oC elevou em 
14% os níveis de GST (figura 17 G). Já a hipossalinidade foi capaz de elevar em 
21% os níveis de G6PDH (figura 17 H) e os de SOD em 19% (figura 17 I). 
Independente da condição termo-salina, os níveis de G6PDH sofreram elevação no 
tempo de 6 h e gradual redução nos tempos subsequentes (figura 17 J). Já os níveis 
de GR foram modulados por uma interação termo-salina-tempo (figura 17 B e F). Os 
níveis de CAT não foram modulados por nenhum dos fatores, isolados ou com 
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interações (figura 17 D e F). Não houveram diferenças significativas entre os níveis 
enzimáticos dos animais do referencial da natureza, quando comparado aos animais 
da condição termo-salina 0 oC – 35 psu, tempo zero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre 
os níveis de enzimas da defesa antioxidante da glândula digestiva de Nacella concinna. Os 
níveis das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH; A), glutationa redutase (GR; 
B), superóxido dismutase (SOD; C), catalase (CAT; D) e glutationa-s-transferase (GST; E) 
foram acessados ao longo de 48 h, nas condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 
oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessas enzimas 
também foram determinados na glândula digestiva de animais imediatamente removidos da 
natureza (referencial da natureza; RN). As faixas cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, 
se referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 psu no tempo zero. Gráficos secundários (G 
até J) mostram o efeito isolado de fatores e das suas interações. Os resultados estatísticos 
estão sumarizados no quadro F, onde ns indica não significativo. Letras diferentes acima 
dos níveis enzimáticos indicam diferenças significativas para p<0,05. 
 Os efeitos do aquecimento e da baixa salinidade sobre os níveis de 
marcadores de lesões oxidativas da glândula digestiva de N. concinna, ao longo do 
tempo de experimentação, pode ser visto na figura 18. Os níveis de LPO da glândula 
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digestiva não foram modulados em nenhuma das condições experimentais, nem 
pela interação entre os fatores determinantes das condições experimentais (figura 
18 A e D). Os níveis de PCO foram modulados negativamente por uma interação 
termo-salina em 4 oC e 25 psu, comparado a condição termo-salina 0 oC e 25 psu 
(figura 18 C). Os valores de p obtidos no teste ANOVA trifatorial estão sumarizados 
na figura 18 D. Não foram encontradas diferenças significativas entre os níveis dos 
marcadores LPO e PCO dos animais do referencial da natureza, quando comparado 
aos animais da condição termo-salina 0 oC - 35 psu no tempo zero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre 
os níveis de lipoperoxidação (LPO) e proteínas carboniladas (PCO) da glândula digestiva de 
Nacella concinna. Os níveis de LPO (A) e PCO (B) foram acessados ao longo de 48 h, nas 
condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 
4 oC - 25 psu (4-25). Também foram determinados LPO e PCO na glândula digestiva de 
animais imediatamente removidos da natureza (referencial da natureza; RN). As faixas 
cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, se referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 
psu no tempo zero. O gráfico secundário (C) mostra o efeito da interação tempo-
temperatura. Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro D, onde ns indica não 
significativo. Letras diferentes acima dos níveis enzimáticos indicam diferenças significativas 
para p<0,05. 
4.1.2. Metabolismo energético e nitrogenado 
 
 Os efeitos do aquecimento e da baixa salinidade sobre os níveis de enzimas 
da via glicolítica branquial de N. concinna, ao longo do tempo de experimentação, 
podem ser vistos na figura 19. HK, PK e LDH não foram moduladas em nenhuma 
das condições experimentais. Os níveis de PFK aumentaram na baixa salinidade e 
por uma forte interação termo-salina (figura 19 E). Os valores de p do teste ANOVA 
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trifatorial estão sumarizados na figura 19 F. Não foram encontradas diferenças 
significativas entre os níveis enzimáticos dos animais do referencial da natureza, 
quando comparado aos animais da condição termo-salina 0 oC – 35 psu, tempo 
zero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre 
os níveis de enzimas do metabolismo energético branquial de Nacella concinna. Os níveis 
de hexoquinase (HK; A), fosfofrutoquinase (PFK; B), piruvato quinase (PK; C) e lactato 
desidrogenase (LDH; D) foram acessados ao longo de 48 h, nas condições termo-salinas de 
0 oC - 35 psu (0-35), 4 oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 4 oC - 25 psu (4-25). Os 
níveis dessas enzimas também foram determinados nas brânquias de animais 
imediatamente removidos da natureza (referencial da natureza; RN). As faixas cinzas, 
paralelas aos eixos das ordenadas, se referem ao nível das enzimas em 0 oC 35 psu no 
tempo zero. O gráfico secundário mostra o efeito da forte interação termo-salina (E) sobre 
os níveis de PFK. Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro F, onde ns indica 
não significativo. Letras diferentes acima dos níveis enzimáticos indicam diferenças 
significativas para p<0,05. 
 Os efeitos do aquecimento e hipossalinidade sobre os níveis de enzimas do 
ciclo do ácido cítrico de brânquias de N. concinna, ao longo do tempo de 
experimentação, podem ser vistos na figura 20. Os níveis das enzimas CS e IDH 
aumentaram na hipossalinidade (figura 20 D e F). Por outro lado, os níveis de IDH 
diminuíram em função de uma interação temperatura-tempo (figura 20 E). Já os 
níveis de MDH foram modulados negativamente por uma forte interação salinidade-
tempo (figura 20 G). Os valores de p obtidos no teste ANOVA trifatorial estão 
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sumarizados na figura 20 H. Não foram encontradas diferenças significativas entre 
os níveis enzimáticos dos animais do referencial da natureza, quando comparado 
aos animais da condição termo-salina 0 oC – 35 psu no tempo zero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e tempo (To) de aclimatação sobre os 
níveis de enzimas do ciclo do ácido cítrico de brânquias de Nacella concinna. Os níveis de 
citrato sintase (CS; A), isocitrato desidrogenase (IDH; B) e malato desidrogenase (MDH; C) 
foram acessados ao longo de 48 h, nas condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 
oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessas enzimas 
também foram determinados nas brânquias de animais imediatamente removidos da 
natureza (referencial da natureza; RN). As faixas cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, 
se referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 psu no tempo zero. Gráficos secundários 
mostram o efeito isolado de fatores (D, F) e de interações (E, G). Os resultados estatísticos 
estão sumarizados no quadro H, onde ns indica não significativo. Letras diferentes acima 
dos níveis enzimáticos indicam diferenças significativas para p<0,05. 
 Os níveis de GDH ficaram abaixo do limite de detecção do método nas 
brânquias de N. concinna. Os efeitos da temperatura e da salinidade, no curso do 
tempo, sobre os níveis de ARG do tecido branquial de N. concinna podem ser vistos 
na figura 21. Os níveis de ARG aumentaram inicialmente no tempo de 3 h, sofrendo 
redução gradual nos tempos subsequentes (figura 21 B). Também ficou evidente 
uma interação entre temperatura e tempo capaz de elevar os níveis da ARG na 
condição 4 ºC – 3 h e reduzir na condição 4 ºC – 6 h (figura 21 C). Os valores de p 
obtidos no teste ANOVA trifatorial estão sumarizados na figura 21 D. Não foram 
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encontradas diferenças significativas entre os níveis enzimáticos dos animais do 
referencial da natureza, quando comparado aos animais da condição termo-salina 0 
oC -35 psu no tempo zero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e tempo (To) de aclimatação sobre os o 
metabolismo nitrogenado branquial de Nacella concinna. Os níveis de arginase (ARG) foram 
acessados ao longo de 48 horas, nas condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 oC - 
35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessa enzima também 
foram determinados nas brânquias de animais imediatamente removidos da natureza 
(referencial da natureza; RN). As faixas cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, se 
referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 psu no tempo zero. Gráficos secundários 
mostram o efeito isolado do tempo (B) e da interação temperatura-tempo (C). Os resultados 
estatísticos estão sumarizados no quadro D, onde ns indica não significativo. Letras 
diferentes acima dos níveis enzimáticos indicam diferenças significativas para p<0,05. 
Os níveis das enzimas SDH, ADH, PEPCK e PC do metabolismo energético 
do pé muscular de N. concinna ficaram abaixo do limite de detecção dos métodos 
utilizados.  
Os efeitos do aquecimento e da baixa salinidade sobre os níveis de enzimas 
da via glicolítica do pé muscular de N. concinna, ao longo do tempo de 
experimentação, podem ser vistos na figura 22. O aquecimento em 4 oC elevou os 
níveis das enzimas HK, PFK e PK (figura 22 D, E e F), sendo que os níveis de PK 
também sofreram elevação na baixa salinidade (figura 22 G). Uma forte interação 
entre temperatura e tempo modulou os níveis de HK, sendo que em 0 ºC - 12 h, os 
níveis da enzima estavam significativamente menores do que em 0 ºC – 48 h e 4 ºC 
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– 3, 6, 12 e 24 h (figura 22 H). Os níveis de PK foram modulados por interação 
salinidade-tempo, com níveis da enzima significativamente maiores de PK em 25 
psu – 6 h, comparado com 35 psu – 6 e 48 h (figura 22 I). Os valores de p obtidos no 
teste ANOVA trifatorial estão sumarizados na figura 22 J. Não foram encontradas 
diferenças significativas entre os níveis enzimáticos dos animais do referencial da 
natureza, quando comparado aos animais da condição termo-salina 0 oC – 35 psu 
no tempo zero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre 
os níveis de enzimas glicolíticas do pé muscular de Nacella concinna. Os níveis de 
hexoquinase (HK; A), fosfofrutoquinase (PFK; B) e piruvato quinase (PK; C) foram 
acessados ao longo de 48 h, nas condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 oC - 35 
psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessas enzimas também 
foram determinados no pé muscular de animais imediatamente removidos da natureza 
(referencial da natureza; RN). As faixas cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, se 
referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 psu no tempo zero. Os gráficos secundários 
mostram o efeito isolado da temperatura sobre os níveis de enzimas HK (D), PFK (E) e PK 
(F); da salinidade sobre os níveis de PK (G); e das interações temperatura-tempo sobre os 
níveis de HK (H) e salinidade-tempo sobre os níveis de PK (I). Os resultados estatísticos 
estão sumarizados no quadro J, onde ns indica não significativo. Letras diferentes acima dos 
níveis enzimáticos indicam diferenças significativas para p<0,05. 
 Os efeitos do aquecimento e da baixa salinidade sobre os níveis de enzimas 
do metabolismo energético anaeróbio do pé muscular de N. concinna, ao longo do 
tempo de experimentação, podem ser visto na figura 23. O aquecimento em 4 oC 
não foi capaz de modular significativamente os níveis das enzimas LDH, ODH, AST 
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e ALT. Contudo, a baixa salinidade elevou AST no pé muscular (figura 23 E). Os 
níveis de ALT (figura 23 F) foram modulados negativamente em relação ao tempo 
zero. Já no caso da LDH, essa modulação foi preponderantemente exercida por 
interação entre salinidade e tempo (Figura 23 G). Também foi observada interação 
termo-salina-tempo capaz de modular os níveis de ODH (figura 23 B) e AST (figura 
23 D). Os valores de p obtidos no teste ANOVA trifatorial estão sumarizados na 
figura 23 H. Não foram encontradas diferenças significativas entre os níveis 
enzimáticos dos animais do referencial da natureza, quando comparado aos animais 
da condição termo-salina 0 oC – 35 psu, tempo zero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre o 
metabolismo anaeróbio do pé muscular de Nacella concinna. Os níveis de lactato 
desidrogenase (LDH; A), octopina desidrogenase (ODH; B), alanina aminotransferase (ALT; 
C) e aspartato aminotransferase (AST, D), foram acessados ao longo de 48 h, nas 
condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 
4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessas enzimas também foram determinados no pé muscular 
de animais imediatamente removidos da natureza (referencial da natureza; RN). As faixas 
cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, se referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 
psu no tempo zero. Os gráficos secundários mostram o efeito isolado da salinidade sobre os 
níveis de AST (E); do tempo sobre os níveis de ALT (F) e da interação salinidade-tempo 
sobre os níveis de LDH (G). Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro H, 
onde ns indica não significativo. Letras diferentes acima dos níveis enzimáticos indicam 
diferenças significativas para p<0,05. 
 Os efeitos do aquecimento e da baixa salinidade sobre os níveis de enzimas 
do ciclo do ácido cítrico do pé muscular de N. concinna, ao longo do tempo de 
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experimentação, podem ser visto na figura 24. Isoladamente, nenhum dos fatores 
experimentais foi capaz de modular os níveis de CS, IDH e MDH. Entretanto, a 
interação entre salinidade e tempo modulou os níveis de IDH e MDH. Foi observado 
um aumento dos níveis de IDH no tempo de 12 h, na salinidade de 35, sendo que na 
salinidade de 25 o aumento ocorreu no tempo de 6 h (figura 24 D). Já os níveis de 
MDH sofreram redução gradativa ao longo do tempo na salinidade de 35. Na 
salinidade de 25, foi observado uma elevação de MDH em 6 h e subsequente 
redução no tempo de 12 h quando comparado à 6 h (figura 24 E). Os valores de p 
obtidos no teste ANOVA trifatorial estão sumarizados na figura 24 F. Não foram 
encontradas diferenças significativas entre os níveis enzimáticos dos animais do 
referencial da natureza, quando comparado aos animais da condição termo-salina 0 
oC – 35 psu no tempo zero. 
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Figura 24. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre 
os níveis de enzimas do ciclo do ácido cítrico do pé muscular de Nacella concinna. Os níveis 
de citrato sintase (CS; A), isocitrato desidrogenase (IDH; B) e malato desidrogenase (MDH; 
C) foram acessados ao longo de 48 h, nas condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 
4 oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 psu (0-25) e 4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessas enzimas 
também foram determinados no pé muscular de animais imediatamente removidos da 
natureza (referencial da natureza; RN). As faixas cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, 
se referem ao nível das enzimas em 0 oC - 35 psu no tempo zero. Os gráficos secundários 
mostram o efeito da interação salinidade-tempo sobre os níveis de IDH (D) e MDH (E). Os 
resultados estatísticos estão sumarizados no quadro F, onde ns indica não significativo. 
Letras diferentes acima dos níveis enzimáticos indicam diferenças significativas para 
p<0,05.  
Os efeitos do aquecimento e da baixa salinidade sobre os níveis de enzimas 
do metabolismo nitrogenado do pé muscular de N. concinna, ao longo do tempo de 
experimentação, podem ser visto na figura 25. Os níveis de ARG não foram 
modulados isoladamente por nenhum dos fatores experimentais e nem por 
interações entre os fatores. Já os níveis de GDH aumentaram na salinidade de 25 
(figura 25 C). Os valores de p obtidos no teste ANOVA trifatorial estão sumarizados 
na figura 25 D. Não foram encontradas diferenças significativas entre os níveis 
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enzimáticos dos animais do referencial da natureza, quando comparado aos animais 
da condição termo-salina 0 oC – 35 psu no tempo zero. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Efeito de temperatura (T), salinidade (S) e do tempo (To) de aclimatação sobre 
os níveis de enzimas do metabolismo nitrogenado do pé muscular de Nacella concinna. Os 
níveis de arginase (ARG; A) e glutamato desidrogenase (GDH; B) foram acessados ao longo 
de 48 h, nas condições termo-salinas de 0 oC - 35 psu (0-35), 4 oC - 35 psu (4-35), 0 oC - 25 
psu (0-25) e 4 oC - 25 psu (4-25). Os níveis dessas enzimas também foram determinados no 
pé muscular de animais imediatamente removidos da natureza (referencial da natureza; 
RN). As faixas cinzas, paralelas aos eixos das ordenadas, se referem ao nível das enzimas 
em 0 oC - 35 psu no tempo zero. O gráfico secundário C mostra o efeito da salinidade sobre 
os níveis de GDH. Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro D, onde ns 
indica não significativo. Letras diferentes acima dos níveis enzimáticos indicam diferenças 
significativas para p<0,05. 
4.2. Efeito de esgoto da EACF sobre o metabolismo de Nacella concinna 
4.2.1. Defesa antioxidante 
 O efeito do esgoto da EACF sobre os níveis das enzimas da defesa 
antioxidante da glândula digestiva de N. concinna, estão representados na figura 26. 
Os níveis de G6PDH e GR não foram modulados pelo esgoto nas diluições de 0,05 
e 0,5% (v/v). Apesar de os níveis de CAT se elevarem na diluição de 0,05% e 0,5% 
(v/v), esse aumento não foi significativo pelo teste ANOVA (p=0,056). Contudo, 
utilizando teste t para comparar o grupo controle com o grupo esgoto completo (sem 
distinguir 0,05% de 0,5%), verificamos que o aumento dos níveis de CAT foi 
significativo para p=0,0166. O esgoto elevou os níveis de SOD de forma dose-
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dependente. Já os níveis de GST aumentaram significativamente somente na 
exposição ao esgoto na diluição de 0,05% (v/v). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas da defesa antioxidante da glândula digestiva de Nacella concinna. Glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PDH; A), glutationa redutase (GR; B), superóxido dismutase (SOD; C), 
catalase (CAT; D) e glutationa S-transferase (GST; E). Os resultados estatísticos estão 
sumarizados no quadro F, onde asterisco (*) indica valor significativo para p<0,05. Letras 
diferentes indicam diferenças significativas para p<0,05.  
 A presença do esgoto não elevou as lesões oxidativas em lipídeos na 
glândula digestiva de N. concinna, já que não foram observadas alterações 
significativas nos níveis de LPO (figura 27 A). Contudo, foi observado aumento de 
lesões oxidativas em proteínas na diluição do esgoto 0,05% (v/v) e, posterior 
redução, na diluição de 0,5% (v/v) (figura 27 B). 
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Figura 27. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os marcadores 
de lesão oxidativa da glândula digestiva de Nacella concinna. Lipoperoxidação (LPO; A) e 
proteínas carboniladas (PCO; B). Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro C, 
onde asterisco (*) indica valor significativo para p<0,05. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas para p<0,05.  
 O efeito do esgoto da EACF sobre os níveis de enzimas da defesa 
antioxidante branquial de N. concinna pode ser visto na figura 28. Os níveis de 
G6PDH aumentaram na presença do esgoto 0,05 e 0,5% (v/v), sem diferença 
significativa entre as duas diluições. Os níveis das enzimas GR, SOD e CAT não 
foram modulados significativamente na presença do esgoto. 
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Figura 28. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas da defesa antioxidante das brânquias de Nacella concinna. Glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PDH; A), glutationa redutase (GR; B), superóxido dismutase (SOD; C) e 
catalase (CAT; D). Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro E, onde 
asterisco (*) indica valor significativo para p<0,05. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas para p<0,05.  
 O efeito do esgoto da EACF sobre os níveis de enzimas da defesa 
antioxidante do pé muscular de N. concinna pode ser visto na figura 29. A exposição 
ao esgoto da EACF, nas diluições 0,05 e 0,5% (v/v), não modulou os níveis das 
enzimas G6PDH, GR, SOD e CAT, embora um efeito dose-dependente tenha 
elevado levemente os níveis de SOD, e reduzido os níveis de CAT.  
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Figura 29. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas da defesa antioxidante do pé muscular de Nacella concinna. Glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PDH; A), glutationa redutase (GR; B), superóxido dismutase (SOD; C) e 
catalase (CAT; D). Os resultados estatísticos estão sumarizados no quadro E, onde 
asterisco (*) indica valor significativo para p<0,05. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas para p<0,05.  
4.2.2. Metabolismo energético e nitrogenado 
O efeito do esgoto da EACF sobre os níveis de enzimas do metabolismo 
energético anaeróbio branquial de N. concinna, pode ser visto na figura 30. Os 
níveis de HK, PFK e PK não foram modulados significativamente em nenhuma das 
duas diluições do esgoto. Contudo, houve um aumento dos níveis de LDH que 
ficaram próximos da significância em ambas diluições do esgoto (p=0,060), e 
utilizando teste t para comparar o grupo controle com o grupo esgoto completo (sem 
distinguir 0,05% de 0,5%), verificamos que o aumento dos níveis de LDH foram 
significativos para p=0,0167.    
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Figura 30. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas da via glicolítica das brânquias de Nacella concinna. Hexoquinase (HK; A), 
fosfofrutoquinase (PFK; B), piruvato quinase (PK; C) e lactato desidrogenase (LDH; D). Os 
resultados estatísticos estão sumarizados no quadro E, onde asterisco (*) indica valor 
significativo para p<0,05. Letras diferentes indicam diferenças significativas para p<0,05.  
Em relação ao metabolismo aeróbio branquial, o esgoto na diluição de 
0,05% (v/v) elevou os níveis de CS, diferente da diluição de 0,5% (v/v), onde os 
níveis de CS foram mantidos próximos do controle. Os níveis de IDH aumentaram 
na presença do esgoto, independentemente da sua diluição. Entretanto, não foi 
observada modulação significativa de MDH na exposição ao esgoto (figura 31).  
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Figura 31. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas do ciclo do ácido cítrico das brânquias de Nacella concinna. Citrato sintase (CS; A), 
isocitrato desidrogenase (IDH; B) e malato desidrogenase (MDH; C). Os resultados 
estatísticos estão sumarizados no quadro D, onde asterisco (*) indica valor significativo para 
p<0,05. Letras diferentes indicam diferenças significativas para p<0,05.  
Os níveis de GDH em brânquias ficaram abaixo do limite de detecção do 
método utilizado. A exposição ao esgoto da EACF foi capaz de modular o 
metabolismo nitrogenado branquial, onde foi possível observar uma elevação 
significativa de ARG em ambas as diluições de esgoto (figura 32). 
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Figura 32. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis de 
arginase (ARG; A) das brânquias de Nacella concinna. Os resultados estatísticos estão 
sumarizados no quadro B, onde asterisco (*) indica valor significativo para p<0,05. Letras 
diferentes indicam diferenças significativas para p<0,05.  
O efeito do esgoto da EACF sobre os níveis de enzimas glicolíticas do pé 
muscular de N. concinna, pode ser visto na figura 33. Os níveis das enzimas SDH, 
ADH, PEPCK e PC ficaram abaixo do limite da detecção dos métodos. Os níveis de 
PFK aumentaram significativamente na presença do esgoto diluído à 0,05% (v/v), 
sendo que na diluição 0,5% (v/v) não houve aumento dos níveis de PFK (figura 33 
B). De forma semelhante, os níveis de PK também sofreram elevação na presença 
do esgoto diluído à 0,05% (v/v), mas esse aumento ficou um pouco acima do limite 
da significância (p=0,058) (figura 33 C). 
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Figura 33. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas da via glicolítica do pé muscular de Nacella concinna. Hexoquinase (HK; A), 
fosfofrutoquinase (PFK; B), e piruvato quinase (PK; C). Os resultados estatísticos estão 
sumarizados no quadro D, onde asterisco (*) indica valor significativo para p<0,05. Letras 
diferentes indicam diferenças significativas para p<0,05.  
Já os níveis das enzimas do metabolismo anaeróbio LDH, ODH, ALT e AST 
do pé muscular não foram modulados em nenhuma das duas condições 
experimentais (figura 34). 
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Figura 34. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas do metabolismo anaeróbio do pé muscular de Nacella concinna. Lactato 
desidrogenase (LDH; A), octopina desidrogenase (ODH; B); alanina aminotransferase (ALT; 
C); e aspartato aminotransferase (AST; D). Os resultados estatísticos estão sumarizados no 
quadro E, onde asterisco (*) indica valor significativo para p<0,05. Letras diferentes indicam 
diferenças significativas para p<0,05. 
Em relação ao metabolismo aeróbio do pé muscular, a exposição de N. 
concinna ao esgoto da EACF não foi capaz de modular os níveis de CS, IDH e MDH 
(figura 35). 
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Figura 35. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas do ciclo do ácido cítrico do pé muscular de Nacella concinna. Citrato sintase (CS; 
A), isocitrato desidrogenase (IDH; B); malato desidrogenase (MDH; C) Os resultados 
estatísticos estão sumarizados no quadro D, onde asterisco (*) indica valor significativo para 
p<0,05. Letras diferentes indicam diferenças significativas para p<0,05. 
 Em relação ao metabolismo nitrogenado do pé muscular, apesar de ter sido 
observada uma redução dose-dependente de ARG na exposição ao esgoto, essa 
diminuição não foi significativa. Também não foi observada alteração significativa 
dos níveis de GDH (figura 36). 
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Figura 36. Efeito do esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz sobre os níveis das 
enzimas do metabolismo nitrogenado do pé muscular de Nacella concinna. Arginase (ARG; 
A) e glutamato desidrogenase (GDH; B). Os resultados estatísticos estão sumarizados no 
quadro C, onde asterisco (*) indica valor significativo para p<0,05. Letras diferentes indicam 
diferenças significativas para p<0,05. 
4.3. Caracterização das arginases de Nacella concinna 
4.3.1. Localização tecidual e subcelular de arginases em N. concinna 
Os níveis de ARG branquial foram 9 e 23 vezes maiores do que no pé 
muscular e o pool dos demais tecidos moles, respectivamente (figura 37 A). Cerca 
de 91% e 86% da atividade argininolítica foi encontrada na fração citosólica das 
brânquias e pé muscular de N. concinna, respectivamente (figura 37 B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Distribuição tecidual e localização subcelular das arginases de Nacella concinna. 
Os níveis teciduais de arginase (A) foram determinados em brânquias (B), pé muscular (PM) 
e pool dos demais tecidos moles (P). A distribuição subcelular da atividade arginonolítica 
(B), nas frações citosólica (Cit) e mitosólica (Mit), das brânquias e pé muscular, foram 
expressas em porcentagem.  
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4.3.2. Saturação das arginases de N. concinna por L-arginina 
 As curvas de saturação das arginases de brânquias e pé muscular de N. 
concinna por L-arginina, podem ser vistas na figura 38. A curva de saturação da 
ARG branquial foi característica de enzimas hiperbólicas com apenas um sítio de 
ligação para L-arginina. A constante de Michaelis-Menten (KM) para L-arginina foi 
42,3 ± 6,4 mmol.L-1 (figura 38 A). Em concentrações acima de 80 mM a L-arginina foi 
capaz de inibir a atividade da ARG branquial. 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Curva de saturação das arginases branquial (A) e do pé muscular (B) de Nacella 
concinna por L-arginina. As curvas foram ajustadas considerando duas possibilidades: a 
presença de apenas um único tipo de sítio ativo (ou apenas uma isoforma de arginase) e a 
presença de dois ou mais sítios ativos (ou duas ou mais formas isoenzimáticas), com 
propriedades cinéticas distintas. Gráficos secundários (inserção) V/S versus V, foram 
utilizados para caracterizar a existência de múltiplas arginases com propriedades cinéticas 
distintas. V: velocidade; S: substrato. 
 A ARG do pé muscular de dois espécimes de N. concinna apresentaram 
curva de saturação característica de enzimas com dois ou mais sítios ativos para L-
arginina, ou a presença de duas ou mais formas isoenzimáticas com propriedades 
cinéticas distintas (figura 38 B). A curva de saturação da ARG do pé muscular dos 
outros três espécimes de N. concinna foram características de enzimas hiperbólicas 
com apenas um sítio de ligação. Contudo, ao comparar o comportamento cinético 
das ARG dos pés musculares dos cinco espécimes, observamos que a razão entre 
os sítios de alta e baixa afinidade não foram constantes, e variaram entre >1% e 
19%. O valor de KM = 25,3 ± 3,4 mM da ARG do pé muscular de N. concinna foi 
calculado considerando apenas os dados das curvas de saturação com razão entre 
sítios de alta e baixa afinidade inferior a 2%. Também ficou evidente que 
concentrações de L-arginina acima de 100 mM são capazes de inibir a ARG do pé 
muscular. 
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4.3.3. Efeito de cátions metálicos sobre a atividade argininolítica 
 O efeito de cátions metálicos sobre a atividade da ARG branquial de N. 
concinna pode ser visto na figura 39. Mn2+ e Cu2+ ativaram a ARG branquial em 75% 
e 25%, respectivamente, sendo que o Mn2+ foi o principal cátion ativador da ARG 
branquial e a ativação por Cu2+ ficou um pouco acima do limite da significância 
(p=0,07). Ni2+ não foi capaz de modular a atividade da ARG, sendo que Co2+, Zn2+ e 
Fe3+ inibiram a atividade argininolítica em 18%, 28% e 15%, respectivamente. Os 
cátions metálicos não essenciais Hg2+ e Cd2+ inibiram a ARG branquial em 76% e 
79%, respectivamente, e Pb2+ não foi capaz de modular a atividade da enzima.  
 O efeito combinado de dois cátions metálicos sobre a atividade da ARG 
branquial foi acessado na presença de Mn2+ ou Cu2+ junto com um outro cátion 
metálico (figura 39). A ativação por Mn2+ com Cu2+ foi apenas 32% em relação ao 
controle. A inibição por Co2+ deixou de existir na presença de Cu2+, e a atividade da 
ARG aumentou 58% em relação ao controle. Por outro lado, Mn2+ foi incapaz de 
ativar a ARG na presença de Co2+. Os cátions Mn2+ e Cu2+ foram incapazes de 
ativar a ARG na presença de Ni2+, Zn2+ ou Fe3+. O Mn2+ não foi capaz de impedir a 
inibição da ARG por Hg2+ ou Cd2+,  bem como não foi capaz de ativar a ARG na 
presença de Pb2+, que manteve atividade próxima a do controle. A ação conjunta de 
Cu2+ com Pb2+ resultou na inibição da ARG, embora Cu2+ e Pb2+, isoladamente, não 
tenham inibido a enzima. O Cu2+ ativou parcialmente a ARG inibida por Cd2+, 
dobrando a sua atividade em relação ao efeito isolado do Cd2+. 
 Os efeitos de cátions metálicos sobre a atividade da ARG do pé muscular de 
N. concinna estão mostrados na figura 40. Os cátions Ni2+, Mn2+, Co2+ e Cu2+ 
ativaram a ARG do pé muscular em 371%, 231%, 62% e 10%, respectivamente, em 
relação ao controle. Zn2+ e Fe3+ não foram capazes de modular a atividade 
argininolítica. Os cátions metálicos não fisiológicos, Hg2+, Cd2+ e Pb2+ inibiram a 
atividade da ARG em 44%, 33% e 40%, respectivamente.  
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Figura 39. Efeito de cátions metálicos sobre a atividade da arginase branquial de Nacella 
concinna. As atividades foram relativizadas em função do controle (C) e expressas em 
porcentagem. Os valores representam a média ± EPM (erro padrão da média) de cinco 
espécimes. As letras acima das barras indicam diferenças significativas para p<0,05 dentro 
do mesmo grupo de metais. Os símbolos abaixo das barras representam a comparação 
estatística entre cada tratamento e o controle (*p<0,05, **p<0,01, ns – não significativo). 
 O efeito combinado de dois cátions metálicos sobre a atividade da ARG do 
pé muscular foi acessado na presença de Mn2+ ou Cu2+ junto com um outro cátion 
metálico. A ARG do pé muscular foi ativada em 212% na presença de Mn2+ com 
Cu2+, semelhante a ativação produzida apenas por Mn2+. A ativação da ARG por 
Mn2+ com Co2+ foi de 97%, sendo apenas 12% maior do que a ativação promovida 
por Co2+. O Mn2+ não foi capaz de alterar a atividade da ARG na presença de Zn2+, 
mas ativou em 108% a ARG na presença de Fe3+. A ARG foi ativada em 376% por 
Cu2+ com Co2+, bem acima da ativação promovida por Co2+ ou Cu2+ isoladamente. 
Por outro lado, Cu2+ com Ni2+ ativou a ARG em 27%, semelhante a ativação 
promovida apenas por Cu2+, e expressivamente menor do que a ativação promovida 
por Ni2+. A atividade da ARG na presença de Cu2+ com Fe3+ foi 54% menor do que a 
atividade verificada só com Fe3+. O Pb2+ deixou de inibir a ARG na presença de Mn2+ 
e a ARG foi ativada em 132%, comparado ao controle. O Mn2+ não foi capaz de 
evitar a inibição por Hg2+ e Cd2+, prevalecendo o efeito inibidor desses dois cátions 
não fisiológicos. Cu2+ impediu a inibição por Cd2+, mas não foi capaz de impedir a 
inibição por Pb2+ e Hg2+ (figura 40). 
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Figura 40. Efeito de cátions metálicos sobre a atividade da arginase do pé muscular de 
Nacella concinna. As atividades foram relativizadas em função do controle (C) e expressas 
em porcentagem. Os valores representam a média ± EPM (erro padrão da média) de cinco 
espécimes. As letras acima das barras indicam diferenças significativas para p<0,05 dentro 
do mesmo grupo de metais. Os símbolos abaixo das barras representam a comparação 
estatística entre cada tratamento e o controle (*p<0,05, **p<0,01, ns – não significativo).  
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5. DISCUSSÃO 
 
5.1. Efeito de temperatura e salinidade ao longo do tempo 	
Dentre os fatores abióticos ambientais, a temperatura e a salinidade 
apresentam forte influência sobre os processos fisiológico, considerando que ambos, 
isoladamente ou com interações, têm a capacidade de induzir o estresse oxidativo, 
elevar a toxicidade de vários compostos químicos (como metais por exemplo), 
alterar a taxa de crescimento, aumentar a demanda energética para a manutenção 
de processos metabólicos cruciais para a manutenção da homeostasia (HALL & 
ANDERSON, 1995; GUERIN & STICKLE, 1997; PÖRTNER et al., 1999a; 
HEUGENS et al., 2001; HEISE et al., 2003; AN & CHOI, 2010; RODRIGUES et al., 
2012; GOMES et al., 2013; VINAGRE et al., 2014; BASHEVKIN & PECHENIK, 2015; 
CANESI, 2015), além de induzir alterações comportamentais cruciais para a 
sobrevivência, como a resposta ao odor de alimento e capacidade de locomoção 
(JANECKI et al., 2010) em uma série de organismos. Somado a isso, a temperatura 
pode alterar as funções biológicas, acelerando ou diminuindo a velocidade das 
reações químicas (PECK, 2016). Dessa forma, a compreensão das adaptações 
metabólicas que permitem N. concinna sobreviver às flutuações diárias de 
temperatura e salinidade naturalmente vivenciadas por esse molusco em seu 
habitat, é de extrema importância, especialmente no contexto das adaptações 
peculiares apresentadas pelos organismos endêmicos da Antártica, que apresentam 
uma história evolutiva única.  
5.1.1. Defesa antioxidante  
A baixa salinidade elevou o potencial gerador de NADPH+H+ das brânquias 
e glândula digestiva de N. concinna. Embora os níveis de GR não tenham sido 
modulados na baixa salinidade (figura 41), o papel central da glutationa reduzida na 
homeostasia celular, envolve um número elevado de reações redox, e é responsável 
pela manutenção da integridade de organelas celulares e proteínas na sua forma 
nativa (CIRCU & AW, 2010). Nesse sentido, o aumento dos níveis de G6PDH no 
estresse hipossalino, sinaliza o esforço de manutenção da homeostasia redox das 
brânquias e glândula digestiva de N. concinna. Assim, os níveis elevados de G6PDH 
podem ter papel central na defesa antioxidante NADPH-dependente de N. concinna, 
promovendo efeito protetor contra estresse oxidativo.  
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Figura 41. Defesa antioxidante de Nacella concinna durante o estresse térmico e 
hipossalino. As enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH); glutationa redutase 
(GR); glutationa S-transferase (GST); superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), foram 
utilizada no presente estudo (em vermelho) como marcadores da defesa antioxidante. Os 
resultados estão indicados em colchetes à frente das siglas das enzimas. Os efeitos dos 
fatores sobre os níveis enzimáticos da glândula digestiva (GD), brânquias (B) e pé muscular 
(PM) estão indicadas por setas (é, aumento ou ê, redução) e traços (-), sinalizando 
ausência de modulação, na temperatura de 4 oC e salinidade de 25 psu. As interações 
termo-salina (T-S), temperatura-tempo (T-To) e temperatura-salinidade-tempo (T-S-To) 
estão indicadas na figura. O efeito do tempo está indicado numericamente em horas. Setas 
pontilhadas indicam reações omitidas no esquema. GPX: glutationa peroxidase; PCO: 
carbonilação de proteínas; LPO: peroxidação lipídica; GSH: glutationa reduzida; GSSG: 
glutationa oxidada.  
O potencial dismutador de superóxido do pé muscular e glândula digestiva 
de N. concinna, também foram modulados positivamente na hipossalinidade. A baixa 
salinidade tem sido descrita como uma condição fisiológica ambiental capaz de 
induzir alterações pro-oxidantes em organismos da zona entremarés. Nesse caso, o 
mecanismo de geração de ROS não está claro, mas pode ter relação com a 
produção de óxido nítrico (NO), induzida pela condição hipossalina (RIVERA-
INGRAHAM et al., 2016). Assim, a elevação dos níveis de SOD no pé muscular e 
glândula digestiva de N. concinna, sugere um aumento da demanda antioxidante. 
A condição antioxidante em que um organismo encontra-se fornece 
informações críticas sobre a sua capacidade de resistir ao estresse ambiental 
(COMOGLIO et al., 2011). Estressores ambientais são conhecidos por induzir 
alterações no balanço redox celular e estresse oxidativo (FRANCO et al., 2009), que 
é definido como um distúrbio no balanço entre produção de espécies reativas de 
oxigênio e a defesa antioxidante (BETTERIDGE, 2000).  
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Apesar de desempenharem papel fundamental como sinalizadores 
intracelulares, quando em excesso, as espécies reativas de oxigênio podem ser 
lesivas, induzindo danos em lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos, o que pode 
resultar em morte celular e danos teciduais (FRANCO et al., 2009; BRACONI et al., 
2011). Dessa forma, as enzimas participantes da defesa antioxidante exercem papel 
fundamental na proteção das estruturas celulares. 
Semelhante ao observado no presente estudo, Feijó de Oliveira e 
colaboradores (2015) verificaram modulação positiva dos níveis de G6PDH 
branquial e SOD do pé muscular em N. concinna após a exposição dos patelídeos à 
25 psu por 8 dias. Os autores também observaram que, na exposição à 
hipossalinidade, a glândula digestiva não modulou os níveis das enzimas da defesa 
antioxidante, enquanto as brânquias elevaram os níveis de SOD, e o pé muscular 
elevou os níveis de G6PDH. A indução de SOD e G6PDH de brânquias e pé 
muscular após 8 dias em estresse hipossalino, bem como G6PDH nas brânquias e 
SOD no pé muscular após 48 horas, mostraram que esses dois tecidos são capazes 
de elevar a defesa antioxidante de N. concinna no estresse hipossalino no curto e 
médio prazo. Assim, os nossos resultados sugerem que a defesa antioxidante de N. 
concinna está bem dimensionada para suportar o estresse hipossalino imposto pelos 
ciclos de marés, os quais têm duração de poucas horas.  
Os resultados do presente estudo mostraram que não houve alteração dos 
marcadores de lesão oxidativa em lipídeos (LPO) e proteínas (PCO) na glândula 
digestiva de N. concinna. Contudo, Feijó de Oliveira e colaboradores (2015) 
observaram níveis elevados de LPO em glândula digestiva de N. concinna, na 
exposição à 25 psu por 8 dias. No presente estudo, os níveis de LPO da glândula 
digestiva não sofreram alterações no curto prazo, mostrando que a defesa 
antioxidante da glândula digestiva de N. concinna é capaz de evitar lesões 
oxidativas de curto prazo, porém incapaz de evitar lesões oxidativas no médio prazo.  
A limitação da capacidade antioxidante da glândula digestiva no estresse 
hipossalino de médio prazo, fica evidente quando analisamos a elevação dos níveis 
de G6PDH ao longo do tempo. O nível máximo de atividade ocorreu no tempo de 6 h 
e, subsequentemente, sofreu redução até retornar aos níveis do controle no tempo 
de 48 h. A limitação da glândula digestiva de N. concinna sustentar níveis elevados 
de enzimas da defesa antioxidante no estresse hipossalino de médio prazo, ficou 
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evidente no estudo conduzido por Feijó de Oliveira et al. (2015), mostrando que os 
níveis de SOD não foram modulados após 8 dias nessa condição de estresse.     
Quanto à carbonilação de proteínas, enquanto no presente estudo foi 
observada uma interação termo-salina capaz de modular negativamente os níveis de 
PCO em 4-25, no estudo conduzido por Feijó de Oliveira et al. (2015), foi observada 
redução desse marcador de lesão oxidativa em proteínas tanto no aquecimento em 
4 oC, quanto na hipossalinidade em 25 psu. Os autores postularam que essa 
redução pode ser decorrente da rápida digestão proteolítica ao qual proteínas 
oxidadas estão sujeitas, como um mecanismo de defesa para evitar a formação de 
agregados proteicos potencialmente lesivos para a célula. Já foi reportado que em 
organismos habitantes de regiões polares, as proteínas são menos estáveis, pois 
esses organismos evoluíram sob a pressão seletiva de temperaturas baixas e 
estáveis (TSAI et al., 2002; GRAZIANO, 2014; PECK, 2016), ocorrendo maior índice 
de degradação proteica em peixes via ubiquitinação (SHIN et al., 2012; PECK, 
2016). 
Dessa forma, observando os resultados de ambos os estudos, 
aparentemente a modulação inicial dos níveis de PCO ocorre pela interação entre o 
aquecimento e a baixa salinidade. No médio prazo (8 dias), a interação entre os 
fatores deixa de existir, e o aquecimento e hipossalinidade isoladamente, passam a 
exercer efeito modulador negativo sobre os níveis de carbonilação proteica, 
possivelmente como um mecanismo protetor. 
Em relação ao efeito da temperatura nas brânquias, o aquecimento em 4 oC 
foi capaz de elevar os níveis de SOD, contudo CAT apresentou redução nessa 
mesma condição. Considerando que a SOD dismuta o superóxido em peróxido de 
hidrogênio (H2O2), que posteriormente pode ser decomposto na reação catalisada 
pela CAT, o aumento de SOD sem aumento de CAT sugere que: a) a CAT está em 
nível suficientemente elevado para decompor a maior quantidade de H2O2 formado 
pelos níveis elevados de SOD ou b) o H2O2 formado pela SOD está sendo 
decomposto por outra via, possivelmente pela glutationa peroxidase (GPx), não 
analisada no presente estudo.  
O pé muscular de N. concinna, modulou positivamente os níveis de G6PDH 
no aquecimento em 4 oC, elevando o potencial gerador de NADPH+H+ desse tecido. 
O aquecimento também modulou positivamente os níveis de HK, elevando a 
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capacidade de fosforilar glicose e disponibilizar glicose-6-fosfato para via glicolítica e 
via das pentoses-fosfato.  
Na glândula digestiva, o aquecimento em 4 oC elevou os níveis de GST. 
Essa enzima integra a fase II do metabolismo de xenobióticos, conjugando GSH a 
xenobióticos e endobióticos (como aldeídos intracelulares derivados da peroxidação 
de DNA e lipídeos), os quais são potencialmente lesivos para células e tecidos 
(FERREIRA et al., 2007; VALKO et al., 2007; BORKOVIC et al., 2008; HELLOU et 
al., 2012). Dessa forma, o aumento de GST na glândula digestiva indica uma 
resposta antioxidante protetora.  
Trabalhando com N. concinna, Abele e colaboradores (1998), constataram 
que o aquecimento em 4 oC  por 24 e 48 h, foi capaz de elevar os níveis de SOD nas 
brânquias desse gastrópode, semelhante ao descrito no presente estudo. Contudo, 
diferentemente do presente estudo, onde verificou-se uma redução de CAT 
branquial, e nenhuma alteração de SOD na glândula digestiva, Abele et al. (1998) 
constataram um aumento de CAT branquial e SOD glandular na exposição à 4 oC. 
Os autores também observaram uma redução de GPx branquial em 4 oC. 
Entretanto, a comparação dos resultados obtidos em ambos os trabalhos deve ser 
conduzida com cautela, tendo em vista as diferenças metodológicas.  
Enquanto Abele et al. (1998) conduziram os bioensaios com animais do 
sublitoral (coletados entre 5 e 7 metros de profundidade) e alimentados, os 
espécimes do presente estudo foram coletados na zona entremarés e mantidos sem 
alimentação no decorrer de todo o experimento. Considerando que já foram 
reportadas diferenças nas respostas metabólicas entre animais do sublitoral e da 
zona entremarés (WEIHE, 2009; WEIHE et al., 2010; GONZÁLEZ & PUNTARULO, 
2016), e que as respostas enzimáticas da defesa antioxidante também são 
influenciadas pelo estado alimentar de N. concinna (ABELE et al., 1998; ANSALDO 
et al., 2007), as diferenças observadas nos resultados podem ser em decorrência 
das divergências experimentais entre os estudos. 
O aumento de SOD e redução de CAT nas brânquias, bem como aumento 
de GST na glândula digestiva de N. concinna, também foram constatados por Feijó 
de Oliveira et al. (2015) após 8 dias de exposição desse patelídeo ao aquecimento 
em 4 oC. Contudo, os mesmos autores também observaram uma redução de 
G6PDH branquial, e aumento de SOD na glândula digestiva e pé muscular no 
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aquecimento, que não foi observada no presente estudo, sugerindo que a redução 
dos níveis de G6PDH branquial e aumento de SOD no pé muscular e glândula 
digestiva, no aquecimento em 4 oC, é tempo dependente, e ocorre após 48 h de 
exposição. 
Os resultados do presente estudo mostram ainda que a glândula digestiva 
apresenta níveis de catalase cerca de cinco e sessenta vezes maiores do que as 
brânquias e pé muscular, respectivamente, nos gastrópodes do referencial da 
natureza, bem como nos espécimes da condição experimental 0-35-0h (animais 
dissecados após aclimatação de três dias, antes de iniciar a variação termo-salina). 
Esses elevados níveis de catalase na glândula digestiva podem estar relacionados 
com as altas concentrações de metais encontradas nesse tecido em N. concinna, 
onde os níveis de ferro e cobre variam entre uma e duas ordens de grandeza acima 
de pé muscular e gônadas (AHN et al., 2002). Tendo em vista que ferro e cobre são 
capazes de acelerar a cisão homolítica do H2O2 em radical hidroxil, via reação de 
Fenton, os níveis elevados de catalase sugerem que a glândula digestiva apresenta 
alto potencial para decompor o H2O2 e, dessa forma, minimizar a formação de 
radical hidroxil, bem como o seu efeito deletério sobre estruturas celulares. 
Dentre as enzimas analisadas, aparentemente SOD e G6PDH são as mais 
sensíveis à modulação durante o estresse térmico e hipossalino nos tecidos 
analisados de N. concinna. Contudo, os níveis de pé muscular, brânquias e glândula 
digestiva foram modulados distintamente, mostrando que a expressão gênica 
dessas enzimas pode ter relação com necessidades teciduais específicas, de acordo 
com a função que exercem, além de poder estar relacionado com a via de exposição 
ao estresse.  
Enquanto brânquias e pé muscular estão diretamente em contato com água 
ao seu redor, a glândula digestiva, é banhada pela hemolinfa, que possivelmente é 
suscetível às alterações de osmolaridade induzidas pelo estresse salino. Além disso, 
o tecido branquial exerce papel nas trocas gasosas e de íons com o ambiente 
externo e, portanto, é bastante susceptível às alterações físico-químicas do 
ambiente ao seu redor. Já o pé muscular desempenha papel fundamental de adesão 
ao substrato e de locomoção. O processamento de alimentos, destoxificação de 
xenobióticos e a egestão de excrementos, integram as funções da glândula digestiva 
(LIVINGSTONE, 1991; HELLER, 2015).  
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Respostas tecido-específicas a diversos tipos de estresse já foram 
reportadas em outros invertebrados, como na hipóxia do bivalve Arctica islandica 
(STRAHL et al., 2011); no estresse térmico e hipóxia do gastrópode Haliotis 
diversicolor (LU et al., 2016); na alteração sazonal da defesa antioxidante e lesões 
oxidativas do bivalve Perna viridis, envolvendo de forma distinta brânquias e 
glândula digestiva (VERLECAR et al., 2008); no estresse salino dos caranguejos 
Macrophthalmus japonicas (NIKAPITIYA et al., 2014) e Scylla serrate (PAITAL & 
CHAINY, 2010). 
Comparativamente, os níveis de G6PDH do pé muscular do referencial da 
natureza foram expressivamente maiores do que os da condição termo-salina 0 oC – 
35 psu, no tempo zero (p=0,0006). Isso mostram que o potencial gerador de 
NADPH+H+ necessário para atender a homeostasia redox do pé muscular desse 
gastrópode, no seu ambiente natural, é bem maior do que na condição experimental 
0 oC – 35 psu. Por outro lado, os níveis de G6PDH dos animais da natureza (23 
mU/mg de proteínas) estão mais próximos dos espécimes da condição termo-salina 
4-25 em 3 horas (24 mU/mg de proteínas). Considerando que os animais do 
referencial da natureza foram coletados durante a baixa mar, e possivelmente 
estavam expostos a uma condição termo-salina próxima de 4-25, esses resultados 
sugerem que a modulação dos níveis de G6PDH é importante para atender as 
necessidades fisiológicas do pé muscular durante a exposição de N. concinna ao 
estresse termo-salino imposto pelo ciclo das marés. 
5.1.2. Metabolismo energético e nitrogenado 
O metabolismo energético desempenha papel fundamental na manutenção 
de processos fisiológicos, como reprodução, crescimento, locomoção, entre outros. 
Diversos fatores podem alterar o metabolismo energético acelerando-o, quando há 
aumento da demanda de ATP, ou reduzindo-o, para poupar a energia dos estoques 
teciduais. Nesse sentido, o balanço energético exerce papel fundamental na 
tolerância e adaptação ao estresse (SOKOLOVA et al., 2012). 
O metabolismo energético anaeróbio muscular utiliza fosfágenos como uma 
reserva energética de pronto uso (GRIESHABER et al., 1994; KINSEY et al., 2007), 
sendo a fosfo-L-arginina o principal fosfágeno de moluscos (HIRD, 1986; 
GRIESHABER et al., 1994). Por outro lado, o deslocamento da reação no sentido de 
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formação de ATP a partir da fosfo-L-arginina, demanda a redução dos níveis do 
aminoácido L-arginina, o que geralmente ocorre via conjugação do piruvato com L-
arginina formando octopina, em reação catalisada pela ODH (PÖRTNER, 2002). 
Todavia, Pörtner e colaboradores (1999b) observaram que na recuperação do 
estresse térmico, o pé muscular de N. concinna não acumula octopina, mostrando 
que essa via não deve ser fisiologicamente operacional. Os baixos níveis de ODH do 
pé muscular de N. concinna, descritos no presente estudo, mostram que o pé 
muscular desse gastrópode tem baixa potencialidade para remover L-arginina via 
síntese de octopina.  
Uma característica importante de várias espécies de moluscos e anelídeos é 
a presença tanto de LDH quanto de opinas desidrogenases no mesmo tecido 
(GRIESHABER et al., 1994). A presença de níveis de SDH e ADH abaixo dos limites 
de detecção, mostrou que o metabolismo anaeróbio do pé muscular de N. concinna 
não opera essas duas vias redutoras. Porém, ficou evidente que o metabolismo 
anaeróbio do pé muscular desse gastrópode pode utilizar as reações catalisadas 
pela ODH e LDH, reduzindo o piruvato a octopina e lactato, respectivamente. Os 
níveis de LDH, 10 vezes superiores aos de ODH nos animais do referencial da 
natureza, sugerem que o pé muscular de N. concinna deve reduzir, 
preferencialmente, o piruvato à lactato, em detrimento da formação de octopina. 
Adicionalmente, a incapacidade de acumular octopina no estresse térmico em 4 oC, 
também sugere que a via de síntese de octopina não é operacional no pé muscular 
de N. concinna (PÖRTNER et al., 1999b).  
Considerando que a reação catalisada pela ODH, aparentemente, não é a 
principal via responsável pela remoção de L-arginina do pé muscular de N. concinna, 
Rodrigues e colaboradores (2011) sugeriram que a reação catalisada pela ARG do 
pé muscular, deve ser a principal responsável pela remoção da L-arginina do pé 
muscular no estresse térmico em N. concinna, favorecendo assim, o deslocamento 
da reação do “tampão energético” fosfo-L-arginina no sentido de formação de ATP. 
A presença de ARG em níveis duas vezes maiores que ODH (figura 42), em animais 
do grupo referencial da natureza, mostrou que, potencialmente, a ARG pode ser a 
enzima chave controladora dos níveis de L-arginina do pé muscular de N. concinna.  
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Figura 42. Níveis de enzimas do metabolismo energético anaeróbio e nitrogenado do pé 
muscular de Nacella concinna do referencial da natureza, determinados no presente estudo. 
PK: piruvato quinase; LDH: lactato desidrogenase; ODH: octopina desidrogenase; SDH: 
estrombina desidrogenase; ADH: alanopina desidrogenase; PEPCK; fosfoenolpiruvato 
carboxiquinase; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; MDH: 
malato desidrogenase; ARG: arginase.  
O metabolismo anaeróbio é de extrema importância para a manutenção do 
status energético celular e tecidual dos organismos, decorrentes da redução 
ambiental do oxigênio (anaerobiose ambiental) ou devido ao aumento da demanda 
energética do organismo (anaerobiose funcional), permitindo a continuidade de 
processos vitais até a restauração da oxigenação adequada (GRIESHABER et al., 
1994).  
Enquanto o metabolismo anaeróbio de vertebrados é sustentado 
basicamente pela redução do piruvato em lactato, no metabolismo anaeróbio de 
invertebrados operam basicamente quatro vias prioritárias de reoxidação do 
NADH+H+: a) glicose-lactato, onde o piruvato formado na via glicolítica é oxidado à 
lactato, em reação catalisada pela LDH; b) glicose-opinas, onde o piruvato é 
conjugado à aminoácidos para formar opinas, em reações catalisadas por diversas 
opinas desidrogenases; c) glicose-succinato, onde o fosfoenolpiruvato formado na 
via glicolítica é carboxilado a oxaloacetato pela PEPCK e, posteriormente, convertido 
em malato no citosol, o qual pode ser transportado para a mitocôndria e ser 
convertido em fumarato, acetato, propionato ou succinato; d) aspartato-succinato, 
onde o oxaloacetato, formado na transferência do grupo amino do aspartato para o 
α-cetoglutarato, em reação catalisada pela AST, é convertido em malato pela MDH e 
posteriormente convertido em fumarato, acetato, propionato ou succinato 
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(GRIESHABER et al., 1994; HARCET et al., 2013). Adicionalmente, também pode 
ocorrer a transaminação do piruvato em alanina, em reação catalisada pela ALT.  
Os níveis de PEPCK no pé muscular de N. concinna, abaixo do limite da 
detecção, sugerem que a via glicose-succinato não é operacional nesse tecido. Por 
outro lado, o metabolismo energético de N. concinna, o qual é baseado em proteínas 
(FRASER et al., 2002), depende de aminotransferases para disponibilizar as cadeias 
carbônicas de aminoácidos para o metabolismo energético. Os níveis relativamente 
elevados de ALT, equivalentes aos níveis de LDH, mostram que o pé muscular 
desse gastrópode apresenta elevado potencial para utilizar o aminoácido alanina 
como substrato do metabolismo anaeróbio. Considerando que no referencial da 
natureza os níveis de AST são cerca de 8 e 10 vezes maiores do que os níveis de 
ALT e LDH, respectivamente, bem como os níveis de MDH são cerca de 35 e 43 
vezes superiores aos níveis de ALT e LDH, respectivamente, fica evidente que a via 
aspartato-succinato pode ser importante para o metabolismo anaeróbio no pé 
muscular de N. concinna. Nesse sentido, o acúmulo de acetato e succinato superior 
aos níveis de lactato no pé muscular de N. concinna durante a exposição aérea 
(WEIHE & ABELE, 2008), também corrobora com essa hipótese. 
A salinidade é um dos fatores abióticos ambientais mais importantes para 
animais aquáticos. As alterações de salinidade demandam ativações de 
mecanismos adaptativos capazes de manter as atividades fisiológicas dos 
organismos (MURAEVA et al., 2016). Enquanto organismos osmorreguladores 
geralmente utilizam o transporte de íons, osmoconformista geralmente utilizam 
moléculas orgânicas para a regulação da pressão osmótica intracelular (YANCEY, 
2005). Acredita-se que o uso de moléculas orgânicas na regulação da osmolaridade 
seja importante devido ao fato de não perturbarem a estrutura e função de proteínas 
intracelulares, mesmo quando estão em altas concentrações, e são por isso 
chamados de solutos “compatíveis” (YANCEY et al., 1982; YANCEY, 2005). Dentre 
as moléculas orgânicas utilizadas no controle da pressão osmótica, os aminoácidos 
e seus derivados são os solutos dominantes para uma ampla diversidade de 
organismos filogeneticamente distintos, sendo glicina, alanina, prolina, taurina e β-
alanina os osmólitos mais comuns devido à baixa capacidade de exercer efeito 
ativador ou inibidor na atividade de enzimas (YANCEY et al., 1982).  
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Nesse sentido, moluscos geralmente apresentam uma alta concentração de 
aminoácidos livres no fluído intracelular, e são capazes de modular os níveis desses 
aminoácidos de acordo com a osmolaridade do fluido extracelular, aumentando a 
concentração de aminoácidos livres no interior da célula (obtidos a partir de 
degradação de proteínas) quando expostos à heperssalinidade. Na hipossalinidade, 
reduzem a concentração de aminoácidos intracelulares, secretando-os na hemolinfa 
ou degradando-os, aumentando a excreção de amônia e conservando a cadeia 
carbônica (BARTBERGER & JR., 1976; ZURBURG & DE ZWAAN, 1981; VINU 
CHANDRAN, 2002; LARSEN et al., 2014; LIN et al., 2016).  
No presente estudo, a exposição de N. concinna à baixa salinidade foi capaz 
de modular positivamente os níveis de PK, AST e GDH do pé muscular de N. 
concinna (figura 43). O aumento de AST e GDH, duas enzimas do metabolismo 
nitrogenado, sugere a participação de aminoácidos na regulação osmótica no pé 
muscular de N. concinna. Nesse caso AST poderia, via transaminação do aspartato 
com α-cetoglutarato, formar oxaloacetato e glutamato. O oxaloacetato poderia então 
ser direcionado para oxidação no ciclo do ácido cítrico com finalidade energética. Já 
o glutamato, poderia ser desaminado pela GDH, originando α-cetoglutarato, o qual 
também é substrato do ciclo do ácido cítrico. Dessa forma, a adaptação à 
hipossalinidade poderia envolver a redução da concentração de aminoácidos, como 
aspartato e glutamato, e formação de intermediários do ciclo do ácido cítrico, além 
de elevação de PK para suprir a demanda energética do pé muscular. Também foi 
observada uma interação salinidade-tempo capaz de elevar os níveis de PK, LDH, 
IDH e MDH após 6 horas de exposição à hipossalinidade, sugerindo um aumento da 
demanda energética no pé muscular após 6 horas de exposição à baixa salinidade.  
O níveis de GDH (WICKES & MORGAN II, 1976; BELL et al., 2012) e AST 
(WICKES & MORGAN II, 1976; BOUTET et al., 2005) têm sido associados com a 
manutenção da osmolaridade durante a alteração salina em animais 
osmoconformistas. Nesse sentido, a modulação de ambas as enzimas no pé 
muscular de N. concinna na exposição à baixa salinidade está de acordo com os 
dados da literatura.  
Os baixos níveis de GDH do pé muscular de N. concinna, e os níveis 
branquiais abaixo do limite de detecção do método utilizado, não é atípico em 
moluscos (WICKES & MORGAN II, 1976; REISS et al., 1977; ZURBURG & DE 
115 
ZWAAN, 1981; BISHOP et al., 1983). A baixa atividade metabólica de gastrópodes e 
bivalves pode explicar parcialmente os baixos níveis de GDH presentes nos tecidos 
(BISHOP et al., 1983). Contudo, o conhecimento limitado das propriedades cinéticas 
da GDH de moluscos, pode ser responsável por medidas de atividade em condições 
sub ótimas e, consequentemente, responsável por níveis subdimensionados de 
concentração catalítica dessa enzima em tecidos de moluscos (ZURBURG & DE 
ZWAAN, 1981). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Metabolismo energético e nitrogenado do pé muscular de Nacella concinna 
durante o estresse térmico e hipossalino. As enzimas hexoquinase (HK) fosfofrutoquinase 
(PFK), piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), octopina desidrogenase (ODH), 
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), citrato sintase (CS), 
malato desidrogenase (MDH), isocitrato desidrogenase (IDH), glutamato desidrogenase 
(GDH) e  arginase (ARG) foram utilizada no presente estudo (em vermelho) como 
marcadores do metabolismo energético e nitrogenado no pé muscular de N. concinna. As 
enzimas cujos níveis estavam abaixo do limite de detecção dos métodos utilizados 
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), piruvato carboxilase (PC), alanopina 
desidrogenase (ADH) e estrombina desidrogenase (SDH) estão em cinza. Os resultados 
estão indicados em colchetes à frente das siglas das enzimas. Os efeitos dos fatores sobre 
os níveis enzimáticos do pé muscular de N. concinna estão indicados por setas (é, aumento 
ou ê, redução) e traços (-), sinalizando ausência de modulação, na temperatura de 4 oC e 
salinidade de 25 psu. As interações salinidade-tempo (S-To), temperatura-tempo (T-To) e 
temperatura-salinidade-tempo (T-S-To) estão indicadas na figura. O efeito do tempo está 
indicado numericamente em horas. Setas pontilhadas indicam reações omitidas no 
esquema. Os intermediários metabólicos α-KG: α-cetoglutarato; G-6-P: glicose-6-fosfato; F-
6-P: frutose-6-fosfato; F-1,6-P2: frutose-1,6-bisfosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; AOA: 
oxaloacetato; Ala: alanina; Gli: glicina; Glu: glutamato estão indicados na figura. 
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Também ficou evidente no presente estudo uma interação temperatura-
salinidade-tempo capaz de modular os níveis de ODH no pé muscular. Nesse caso, 
foi observado um aumento da enzima em 3 h de exposição à 0 oC e 25 psu, e 
posterior redução em 6 h e nos tempos subsequentes, nessa mesma condição 
termo-salina. Esse aumento de ODH em 3 h a 0-25, e redução em 6 h coincide com 
o aumento de LDH que ocorre somente em 0-25-6h, mas não em 3 h, sugerindo que 
no início do estresse salino, possivelmente a ODH tenha participação na reoxidação 
do NADH+H+ formado na via glicolítica, permitindo a continuidade da via. 
Subsequentemente, o aumento dos níveis de LDH e a redução dos níveis de ODH, 
sugerem alternância do potencial de reoxidação de NADH+H+.  
Nas brânquias, a exposição à baixa salinidade foi capaz de elevar os níveis 
de PFK, CS e IDH, mostrando que ocorreu um aumento do potencial metabólico 
energético desse tecido (figura 44). O aumento de CS e IDH sinaliza que a 
exposição à hipossalinidade elevou o potencial metabólico aeróbio gerador de ATP 
(LANNIG et al., 2005; TORRES et al., 2012). Como o metabolismo excretório 
branquial envolve a troca de íons com o ambiente, a elevação do potencial 
metabólico aeróbio sugere que a condição hipossalina pode ter elevado a demanda 
energética desse tecido. Também foi observada uma interação termo-salina capaz 
de elevar os níveis de PFK em 0-25 e 4-35, bem como uma interação salinidade-
tempo capaz de reduzir os níveis de MDH após 12 h em 25 psu. O aumento dos 
níveis de PFK tem sido associado com a regulação fina do fluxo glicolítico, 
considerando que esse é um ponto regulatório crucial de controle do metabolismo 
aeróbio e anaeróbio dos organismos (CROCKETT & SIDELL, 1990; 
SIMPFENDÖRFER et al., 2006).  
A temperatura não foi capaz de modular os níveis das enzimas branquiais 
analisadas. Já no pé muscular, o aquecimento em 4 ºC aumentou os níveis das 
enzimas chaves da via glicolítica (HK, PFK e PK), elevando a capacidade oxidativa 
de glicose e, consequentemente, o potencial aeróbio e anaeróbio gerador de ATP. 
Considerando que PFK e HK são enzimas descritas como reguladoras e marca-
passo da via glicolítica em diversos tecidos, a elevação dos níveis dessas enzimas, 
tem um impacto potencialmente maior sobre a velocidade dessa via do que outras 
enzimas (DIENI & STOREY, 2011; MULUKUTLA et al., 2014). Contudo, não ficou 
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claro qual o destino metabólico do piruvato formado na via, considerando que os 
níveis de ODH, LDH, ALT e CS não foram modulados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Metabolismo energético e nitrogenado branquial de Nacella concinna durante o 
estresse térmico e hipossalino. As enzimas hexoquinase (HK) fosfofrutoquinase (PFK), 
piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), citrato sintase (CS), malato 
desidrogenase (MDH), isocitrato desidrogenase (IDH) e arginase (ARG), foram utilizada no 
presente estudo (em vermelho) como marcadores do metabolismo energético e nitrogenado 
de brânquias de N. concinna. A enzima glutamato desidrogenase (GDH), cujos níveis 
estavam baixo do limite de detecção do método utilizado, está em cinza. Os resultados 
estão indicados em colchetes à frente das siglas das enzimas. Os efeitos dos fatores sobre 
os níveis enzimáticos das brânquias de N. concinna estão indicadas por setas (é, aumento 
ou ê, redução) e traços (-), sinalizando ausência de modulação, na temperatura de 4 oC e 
salinidade de 25 psu. As interações termo-salina (T-S), salinidade-tempo (S-To) e 
temperatura-tempo (T-To) estão indicados na figura. O efeito do tempo está indicado 
numericamente em horas. Setas pontilhadas indicam reações omitidas no esquema. Os 
intermediários metabólicos α-KG: α-cetoglutarato; G-6-P: glicose-6-fosfato; F-6-P: frutose-6-
fosfato; F-1,6-P2: frutose-1,6-bisfosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; α-KA: α-cetoácido; AOA: 
oxaloacetato estão indicados na figura. 
Na aclimatação térmica de diversos organismos, o aquecimento 
normalmente reduz a densidade mitocondrial e diminui a demanda de oxigênio, 
necessária para atender as necessidades energéticas e recompor o gradiente de 
prótons, o qual tem seu vazamento acentuado pelo aquecimento (PÖRTNER, 2001). 
Em N. concinna, a exposição à 3 oC  por três meses não resultou em redução na 
densidade mitocondrial no pé muscular, mas apenas diminuiu a área superficial da 
membrana mitocondrial interna, reduzindo assim a área disponível para vazamento 
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de prótons, o desperdício energético e, consequentemente, a capacidade aeróbica 
do tecido (MORLEY et al., 2009b).  
Dessa forma, a redução da capacidade aeróbica no pé muscular no 
aquecimento, associado ao fato de que o pé muscular de N. concinna apresenta 
fibras tipicamente anaeróbicas e pobres em mitocôndrias (MORLEY et al., 2009b), 
sugerem que o metabolismo anaeróbio é o provável destino do piruvato formado na 
via glicolítica, que pode ser utilizado nas reações catalisadas pelas enzimas ODH, 
ALT e LDH. 
No presente estudo, foram analisadas apenas as seguintes opinas 
desidrogenases: ODH, ADH e SDH. Entretanto, existem outras opinas 
desidrogenases, como tauropina desidrogenase e β-alanopina desidrogenase, que 
conjugam piruvato com taurina e β-alanina, respectivamente. Além disso, acredita-se 
que possivelmente existam outras opinas desidrogenases em moluscos ainda 
desconhecidas (GRIESHABER et al., 1994; HARCET et al., 2013). Dessa forma, o 
piruvato formado no pé muscular de N. concinna poderia ter outros destinos 
metabólicos além do que foi determinado no presente estudo, e o assunto 
permanece em discussão. 
Os ectotérmicos antárticos geralmente têm capacidade limitada de 
aclimatação à elevação de temperatura, especialmente quando esse aumento 
ocorre num curto espaço de dias ou semanas (PECK et al., 2009). Nesse sentido, a 
incapacidade das brânquias de N. concinna modular o seu metabolismo energético, 
no aquecimento de curto prazo, pode ter relação com a lenta capacidade de 
aclimatação desse gastrópode ao estresse térmico (MORLEY et al., 2011), o qual 
superou as 48 horas de duração do presente estudo. 
A capacidade limitada de aclimatação ao aquecimento de N. concinna ficou 
evidente nos estudos conduzidos por Peck et al. (2004) e Davenport (1997). O 
aquecimento em temperaturas acima de 9 oC tem resultado no declínio do consumo 
de oxigênio e acúmulo de produtos finais do metabolismo anaeróbio (PÖRTNER et 
al., 1999b; MORLEY et al., 2009a). Estudos conduzidos por Obermüller (2011) e 
Davenport (1997) mostraram que a temperatura letal para 50% desses patelídeos, 
coletados durante o verão, foram de 12,4 oC e 15,6 oC, respectivamente. Todavia, a 
exposição de N. concinna à 2 oC por 24 horas, mostrou que 50% dos espécimes 
reduziram a capacidade de retornar a concha para posição correta, quando os 
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espécimes foram virados com o pé muscular para cima (PECK et al., 2004), além de 
ocorrer um declínio da taxa de locomoção (DAVENPORT, 1997), o que pode 
comprometer processos fisiológicos importantes, como alimentação.  
Os níveis de ARG do pé muscular não foram afetados pelo aquecimento e 
nem pela baixa salinidade. Contudo, o tecido branquial de N. concinna modulou os 
níveis de ARG ao longo do tempo experimental, com redução no tempo de 6h. Por 
outro lado, uma interação temperatura-tempo elevou os níveis de ARG em 4 oC – 3 
h, reduziu em 4 oC – 6 h e manteve os níveis de ARG nos tempos subsequentes. 
Em N. concinna, o provável papel fisiológico da ARG branquial pode estar 
relacionado com o controle dos níveis de L-arginina dos fluídos biológicos, 
considerando que o metabolismo energético desse gastrópode é baseado em 
proteínas (FRASER et al., 2002). 
Ao catalisar a hidrólise de L-arginina, a ARG disponibiliza L-ornitina para a 
síntese de prolina, glutamato e poliaminas (WU & MORRIS, 1998; YATIN, 2002). As 
poliaminas atuam em diversos processos biológicos importantes, como crescimento 
e proliferação celular (IGARASHI & KASHIWAGI, 2010), modulação da estabilidade 
das estruturas de membranas e ácidos nucléicos (PEGG & CASERO JR, 2011), 
além de participarem da defesa antioxidante (BELLÉ et al., 2004; COCHÓN et al., 
2007; KOURNOUTOU et al., 2014). Em invertebrados marinhos, as poliaminas 
também estão relacionadas com a regulação osmótica e iônica (LOVETT & WATTS, 
1995; BALLANTYNE, 1997). 
Considerando que a temperatura pode alterar a performance de processos 
biológicos, induzir o vazamento de prótons em mitocôndrias, acelerar o estresse 
oxidativo e desestabilizar membranas biológicas, resultado em danos celulares 
(PÖRTNER et al., 1999a; AN & CHOI, 2010), a elevação pronunciada dos níveis de 
ARG no tempo de 3 h em 4 oC pode ter relação com a disponibilização de L-ornitina 
como precursor da síntese de poliaminas, as quais são de vital importância para 
manutenção da estrutura celular. Contudo, nos tempos subsequentes, o aumento 
dos níveis de SOD pode ter contribuído para evitar lesões teciduais.  
5.2. Efeito de esgoto 	
Experimentos conduzidos com peixes e moluscos foram utilizados para 
avaliar o efeito do esgoto sobre a biota. Diluições variadas do esgoto, até o esgoto in 
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natura, foram utilizados para avaliar respostas histopatológicas, capacidade de 
bioacumulação de contaminantes, respostas imunológicas e expressão gênica 
(KAKUTA & MURACHI, 1997; PETTERSSON et al., 2006; AKAISHI et al., 2007; 
CUKLEV et al., 2012; BINELLI et al., 2014; GRABICOVA et al., 2014).  
A hidrodinâmica da área central da Baía do Almirantado apresenta intensa 
troca de água com o estreito de Bransfield. Mas, essa troca não é tão intensa na 
enseada onde o efluente do esgoto da EACF é descartado, dificultando a dispersão 
do efluente. Embora o sedimento marinho próximo à descarga do efluente de esgoto 
da EACF esteja contaminado por esteroides fecais e alquibenzenos lineares, essa 
contaminação tem sido considerada pontual (MARTINS et al., 2002; MARTINS et al., 
2005; MONTONE et al., 2010), se restringindo, na coluna d’água, somente a 200 
metros no entorno do local de despejo, e a 700 metros no sedimento (MONTONE et 
al., 2013). 
Dessa forma, a escolha das diluições de 0,05% (v/v) e 0,5% (v/v) utilizadas 
no presente estudo, levou em consideração a diluição que o esgoto lançado pela 
EACF sofre nas águas da Baía do Almirantado. Entretanto, entender como esse 
esgoto pode afetar os organismos endêmicos da Antártica, que evoluíram sob as 
fortes pressões seletivas peculiares da região, é de extrema importância para a 
preservação da biota local, que apresenta respostas fisiológicas diferentes dos 
organismos que habitam as regiões temperadas e tropicais.  
5.2.1. Defesa antioxidante 
O esgoto da EACF foi capaz de modular discretamente a defesa 
antioxidante da glândula digestiva de N. concinna, com aumento dose-dependente 
do potencial dismutador de O2-. O aumento dos níveis de GST na diluição 0,05% 
(v/v) maior do que em 0,5% (v/v), sugere um efeito hormético, onde a maior diluição 
tem um efeito mais pronunciado do que a menor diluição (CALABRESE, 2005). Já o 
aumento dos níveis de CAT só se mostrou significativo quando os valores das duas 
diluições de esgoto foram agrupadas (p=0,0166). Dessa forma, o aumento dos 
níveis de SOD, CAT e GST mostrou que o efluente do esgoto da EACF é capaz de 
induzir resposta antioxidante protetora na glândula digestiva de N. concinna (figura 
45).  
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Figura 45. Defesa antioxidante de Nacella concinna durante a exposição ao esgoto da 
Estação Antártica Comandante Ferraz (EACF). As enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase 
(G6PDH); glutationa redutase (GR); glutationa S-transferase (GST); superóxido dismutase 
(SOD) e catalase (CAT), foram utilizada no presente estudo (em vermelho) como 
marcadores da defesa antioxidante. Os resultados estão indicados em colchetes à frente 
das siglas das enzimas. Os efeitos do esgoto sobre os níveis enzimáticos da glândula 
digestiva (GD), brânquias (B) e pé muscular (PM) estão indicadas por setas (é, aumento ou 
ê, redução) e traços (-), sinalizando ausência de modulação. Setas pontilhadas indicam 
reações omitidas no esquema. GPX: glutationa peroxidase; PCO: carbonilação de proteínas; 
LPO: peroxidação lipídica; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada.  
 
A comparação de respostas biológicas de organismos expostos aos 
efluentes de esgoto é dificultada pela heterogeneidade da composição dos esgotos, 
os quais são misturas complexas. Contudo, o aumento dos níveis de CAT e 
peroxidação lipídica do pool de tecidos moles dos bivalves Scrobicularia plana e 
Cerastoderma edule, expostos ao efluente de esgoto não tratado (BERGAYOU et 
al., 2009), foi capaz de induzir o estresse oxidativo e modular positivamente a defesa 
antioxidante desses moluscos. A exposição do bivalve Dreissena polymorpha ao 
triclosan, um composto bastante utilizado em produtos de higiene pessoal, e por isso 
geralmente presente em efluentes de esgoto despejados no ambiente, resultou no 
aumento de GST, SOD e CAT nos tecidos moles desse molusco (BINELLI et al., 
2011).  
Não foram observadas alterações significativas nos níveis de LPO da 
glândula digestiva. O aumento de PCO na diluição de 0,05% (v/v), sem alteração 
dos níveis desse marcador na diluição de 0,5% (v/v), pode estar relacionado com o 
aumento dos níveis de SOD e CAT na diluição 0,5% (v/v). Dessa forma, o aumento 
de PCO na diluição de 0,05% (v/v) pode ser decorrente de uma defesa antioxidante 
incapaz de neutralizar adequadamente as espécies reativas de oxigênio formadas 
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no estresse por esgoto. Todavia, o aumento do potencial antioxidante da glândula 
digestiva, na presença do esgoto em 0,5% (v/v), sugere que a defesa antioxidante 
foi capaz de evitar danos oxidativos as proteínas. 
O efluente do esgoto em ambas as diluições foi capaz de elevar o potencial 
gerador de NADPH+H+ do tecido branquial. Tendo em vista que o NADPH+H+ é um 
substrato limitante para a GR (RIGANTI et al., 2012), o aumento dos níveis de 
G6PDH favorece a manutenção do potencial redox, essencial para manutenção de 
glutationa reduzida. Sáenz e colaboradores (2010) encontraram um resultado 
diferente com o bivalve Perna perna, onde a exposição ao esgoto urbano não foi 
capaz de alterar os níveis de G6PDH nas brânquias desse molusco. Os autores 
também verificaram que, semelhante ao observado no presente estudo, não houve 
alteração significativa nos níveis de GR branquial. Já o bivalve marinho Meretrix 
meretrix, exposto a diferentes diluições de esgoto, foi capaz de modular 
positivamente SOD, CAT e GR branquiais (WAN et al., 2015). 
Glândula digestiva, pé muscular e brânquias de N. concinna apresentam 
potencial antioxidante bem distintos, especialmente naquilo que diz respeito à 
capacidade de decompor o H2O2 produzido pelos tecidos. Comparando o potencial 
de decomposição de H2O2 dos tecidos de N. concinna e, considerando apenas os 
dados dos grupos controles (condição termo-salina 0 oC – 35 psu), foi possível 
perceber que na aclimatação de curto prazo (48 h) e de médio prazo (8 dias), a 
glândula digestiva manteve aproximadamente o mesmo nível de CAT (≈350 U/mg de 
proteína). Isso também ficou evidente no tecido branquial, onde os níveis de CAT 
foram mantidos em aproximadamente 80 U/mg de proteína, tanto no curto quanto no 
médio prazo de aclimatação. Contudo o pé muscular apresentou uma forte redução 
dos níveis de CAT no médio prazo (3,8 U/mg de proteína), comparado ao curto 
prazo (6,0 U/mg de proteína), mostrando que o tempo de aclimatação desse 
gastrópode pode modular os níveis de CAT. Aparentemente, a condição termo-
salina estável em 0 oC – 35 psu, por mais de dois dias, pode levar à redução de CAT 
no pé muscular, possivelmente devido à ausência das condições estressantes 
naturais da zona entremarés da Antártica. Resultados semelhantes foram observado 
por Feijó de Oliveira (2013), onde os animais submetidos à condição termo-salina de 
0 oC e 35 psu durante 8 dias apresentaram redução significativa dos níveis de CAT 
no pé muscular quando comparado ao referencial da natureza. 
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Aparentemente, o tecido mais afetado pela exposição ao esgoto foi a 
glândula digestiva, que modulou positivamente os níveis de SOD, GST e CAT, 
seguido das brânquias, que modulou positivamente os níveis de G6PDH. Já o pé 
muscular não modulou os níveis da enzimas analisadas. Essa diferença entre os 
tecidos pode estar relacionada com a via de exposição. O pé muscular, apesar do 
contato direto com a água, pode não estar absorvendo suficientemente os 
componentes do esgoto para levar à alterações significativas da defesa antioxidante. 
Somado a isso, o pé muscular produz o muco, que pode ter conferido uma proteção, 
reduzindo o contato do tecido com a água. Já as brânquias, que efetuam trocas com 
o ambiente, estão mais expostas aos contaminantes dissolvidos na água do mar. A 
capacidade da glândula digestiva modular de forma mais expressiva a sua defesa 
antioxidante, pode ter relação com a maior exposição desse tecido ao esgoto via 
ingestão de água, ou via contato com a hemolinfa, que poderia levar contaminantes 
filtrados pelas brânquias para a glândula digestiva, considerando que esse tecido é 
banhado pela hemolinfa. A glândula digestiva de gastrópodes também tem papel 
central na detoxificação de xenobióticos potencialmente lesivos, tornando-a mais 
susceptível à ação nociva esses compostos (LIVINGSTONE, 1991).  
5.2.2. Metabolismo energético e nitrogenado 
A PFK é a principal enzima reguladora da via glicolítica, desempenhando 
papel fundamental no controle dos níveis de hexoses-fosfato, tanto em organismos 
aeróbios quanto anaeróbios (IBARGUREN et al., 2000; SIMPFENDÖRFER et al., 
2006). Normalmente, a PFK é a enzima de menor atividade da via glicolítica e tem 
sido considerada marca passo do metabolismo oxidativo de carboidratos em 
diversos tecidos (ALVES et al., 2007). Além da PFK, as enzimas HK e PK são 
consideradas reguladoras da via glicolítica e catalisam, respectivamente, a primeira 
e a última reação dessa via.  
O esgoto não foi capaz de modular o potencial ativador de glicose no pé 
muscular de N. concinna em nenhuma das duas diluições de esgoto. Contudo, a 
modulação positiva dos níveis de PFK e PK, observada no esgoto diluído para 
0,05% (v/v), obedece ao fenômeno hormético, caracterizado por uma estimulação 
em baixa dose e inibição em uma dose elevada (CALABRESE, 2005). O aumento do 
potencial glicolítico sinalizado pelo aumento dos níveis de PFK e PK, sugere um 
provável aumento da demanda energética desse tecido. Contudo, não foram 
	124 
observadas alterações significativas dos níveis das enzimas do metabolismo aeróbio 
(CS, IDH e MDH) ou anaeróbio (LDH, ODH, ALT e AST) dosadas (figura 46).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Metabolismo energético e nitrogenado de Nacella concinna durante a exposição 
ao esgoto da Estação Antártica Comandante Ferraz (EACF). As enzimas hexoquinase (HK) 
fosfofrutoquinase (PFK), piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), octopina 
desidrogenase (ODH), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), 
citrato sintase (CS), malato desidrogenase (MDH), isocitrato desidrogenase (IDH), arginase 
(ARG) e glutamato desidrogenase (GDH) foram utilizada no presente estudo (em vermelho) 
como marcadores do metabolismo energético e nitrogenado. Os resultados estão indicados 
em colchetes à frente das siglas das enzimas. Os efeitos do esgoto sobre os níveis 
enzimáticos das brânquias (B) e pé muscular (PM) estão indicadas por setas (é, aumento 
ou ê, redução) e traços (-), sinalizando ausência de modulação. Setas pontilhadas indicam 
reações omitidas no esquema. Os intermediários metabólicos α-KG: α-cetoglutarato; G-6-P: 
glicose-6-fosfato; F-6-P: frutose-6-fosfato; F-1,6-P2: frutose-1,6-bisfosfato; PEP: 
fosfoenolpiruvato; AOA: oxaloacetato; Glu: glutamato; L-arg: L-arginina estão indicados na 
figura. 
Morley e colaboradores (2009b) verificaram que o pé muscular de N. 
concinna apresenta fibras musculares tipicamente anaeróbicas, pobres em 
mitocôndrias e com provável predominância de metabolismo glicolítico. O presente 
estudo corrobora com essa hipótese, tendo em vista que, ao comparar os controles 
experimentais, foi possível observar que os níveis das enzimas CS, IDH e MDH do 
pé muscular, marcadoras do metabolismo aeróbio, são 65%, 57% e 35% menores 
em relação aos níveis dessas enzimas nas brânquias, respectivamente. 
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O aumento dos níveis de CS e IDH branquiais, sugere uma modulação 
positiva do metabolismo aeróbio desse tecido na exposição ao esgoto, sendo que o 
aumento dos níveis de CS obedeceu ao fenômeno hormético (CALABRESE, 2005). 
Já os níveis de MDH, outra enzima participante do ciclo do ácido cítrico, não foi 
modulada na presença do esgoto. Contudo, os níveis branquiais de MDH são cerca 
de 18 e 32 vezes maiores do que os níveis de CS e IDH, respectivamente, sugerindo 
que os níveis relativamente elevados de MDH podem ser suficientes para suprir o 
aumento da demanda aeróbica desse tecido. A exposição ao esgoto modulou 
positivamente os níveis de LDH, mostrando que o metabolismo anaeróbio também é 
induzido na exposição ao esgoto. Todavia, o aumento dos níveis de LDH só ficou 
evidente ao agrupar os dados das duas diluições de esgoto para a análise 
estatística.  
As arginases são enzimas amplamente distribuídas na natureza em tecidos 
animais, e em organismos não ureotélicos, a presença de ARG tem sido relacionada 
com a regulação dos níveis do aminoácido L-arginina (JENKINSON et al., 1996). 
Apesar de N. concinna utilizar lipídeos e carboidratos como substratos energéticos, 
o seu metabolismo energético é baseado em proteínas (CLARKE, 1989; PECK & 
VEAL, 2001; FRASER et al., 2002). Nesse sentido, os níveis relativamente elevados 
de ARG das brânquias de N. concinna, possivelmente participam do controle 
sistêmico dos níveis de L-arginina. Já a ARG do pé muscular, possivelmente 
participa do controle do catabolismo da L-arginina, que é parte integrante do sistema 
de reserva energética estocada na forma de fosfo-L-arginina (RODRIGUES et al., 
2011). 
A ARG catalisa a hidrólise de L-arginina em L-ornitina e ureia, e dessa 
forma, fornece ornitina para a síntese de poliaminas, prolina e glutamato (WU & 
MORRIS, 1998; YATIN, 2002). As poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) 
são componentes essenciais na proliferação e ciclo celular, além de atuarem na 
defesa antioxidante (especialmente espermidina e espermina), (MATKOVICS et al., 
1993; COCHÓN et al., 2007; RIDER et al., 2007; IGARASHI & KASHIWAGI, 2010; 
PEGG & CASERO JR, 2011).  
A ARG do pé muscular de N. concinna não foi modulada pelo esgoto, 
diferente dos níveis de ARG branquial que apresentou um aumento dose 
dependente. Essa modulação positiva pode estar relacionada com um aumento da 
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demanda de ornitina para a síntese de poliaminas em resposta ao poluente. O 
esgoto é uma mistura complexa, que pode causar alterações sub-letais em 
brânquias, como foi observado no peixe antártico Trematomus bernacchii coletados 
em pontos a menos de 800 metros de distância do local de despejo do efluente de 
esgoto da estação australiana Davis. Em brânquias, as patologias mais comumente 
observadas foram proliferação de células epiteliais, com fusão lamelar (CORBETT et 
al., 2014). Em espécimes do peixe Trematomus newnesi coletados próximos à saída 
de esgoto da EACF foi observado vacuolização lipídica e presença de macrófagos 
no fígado, além de hipertrofia do epitélio e telangiectasia lamelar em brânquias 
(CAMPOS, 2007). Somado a isso, a genotoxicidade do esgoto da EACF ficou 
evidente no estudo conduzido por Rocha e colaboradores (2015), onde foi 
encontrado aumento de danos em DNA hemocitário no anfípoda Gondogeneia 
antarctica coletado em local próximo ao ponto de despejo de esgoto da EACF.  
Nesse sentido, o aumento da síntese de poliaminas estaria favorecendo o 
reparo das lesões e participando da defesa antioxidante. Já o aumento de G6PDH 
branquial observado na exposição ao esgoto, pode estar associado tanto à defesa 
antioxidante, quanto a uma maior demanda de pentoses-fosfato para a síntese de 
ácidos nucleicos, subsidiando a proliferação celular e os mecanismos de reparo 
tecidual. Associado a isso, a modulação positiva de ARG pode estar relacionada à 
produção de ornitina para síntese de poliaminas, que desempenham papel 
importante na indução do ciclo celular, bem como na defesa antioxidante. 
Resultado semelhante foi encontrado por Rodrigues Jr. (2015) em 
nototenióides antárticos. Nesse caso, os peixes Notothenia rossii e Notothenia 
coriiceps expostos ao efluente de esgoto da EACF durante 96 h, apresentaram 
aumento de G6PDH e ARG branquiais. 
O grupo amino de diversos aminoácidos pode ser transferido, via 
transaminação para o α-cetoglutarato, formando glutamato e um α-cetoácido. 
Subsequentemente, o glutamato  pode ser desaminado por ação da GDH, formando 
amônia e α-cetoglutarato, disponibilizando dessa forma, as cadeias carbônicas de 
aminoácidos para as vias oxidativas do metabolismo energético. Dada a importância 
da GDH, tanto para o metabolismo energético quanto nitrogenado, essa enzima tem 
sido postulada como chave em animais que vivenciam alterações drásticas na 
fisiologia celular em resposta a condições ambientais severas (CIARDIELLO et al., 
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1997; RODRIGUES et al., 2009; BELL et al., 2012). Em animais osmoconformistas, 
a GDH tem função importante na manutenção da osmolaridade durante a alteração 
salina (WICKES & MORGAN II, 1976; BELL et al., 2012). 
Enquanto as brânquias apresentam níveis de GDH abaixo do limite da 
detecção do método utilizado no presente estudo, o pé muscular expressa GDH em 
níveis detectáveis. Contudo, o efluente do esgoto da EACF não foi capaz de modular 
os níveis dessa enzima. Semelhante ao observado no presente estudo, Wickes & 
Morgan II (1976) encontraram níveis detectáveis de GDH no músculo da ostra 
Crassostrea virginica e indetectáveis nas brânquias.  
5.3. Caracterização das arginases de Nacella concinna 
5.3.1. Localização tecidual e sucelular de arginases em N. concinna 
 Os níveis elevados de ARG nas brânquias de N. concinna sugerem a sua 
participação no controle sistêmico dos níveis de L-arginina, considerando que esse 
gastrópode excreta sazonalmente de 3% à 24% do seu nitrogênio na forma de ureia, 
e apresenta um metabolismo energético baseado em proteínas (FRASER et al., 
2002). As arginases catalisam a etapa terminal do ciclo da ureia de ureotélicos, e 
controlam a disponibilidade tecidual do aminoácido L-arginina para síntese de uma 
ampla faixa de composto nitrogenados, tais como proteínas, óxido nítrico, 
poliaminas, fosfo-L-arginina e glutamato (WIESER & PLATZER, 1983; JENKINSON 
et al., 1996; WU & MORRIS, 1998; MOINARD et al., 2005).  
 A excreção nitrogenada de moluscos é bem conhecida, mas a origem da 
ureia ainda permanece obscura, pois essa pode ser formada via ciclo da ureia, 
hidrólise de L-arginina ou por uricólise (CHENG et al., 2004). A ampla presença de 
L-arginina em proteínas da dieta (HIRD, 1986) pressupõe o catabolismo desse 
aminoácido como forma de controle, principalmente em organismos que apresentam 
um metabolismo energético baseado em proteínas (RODRIGUES et al., 2007).  
 A distribuição tecidual de arginases em animais não segue um padrão 
filogenético (ANDREWS & REID, 1972) e níveis elevados dessa enzima foram 
encontrados no fígado e rins de vertebrados (CVANCARA, 1969; AMINLARI & 
VASEGHI, 1992), hepatopâncreas (GASTON & CAMPBELL, 1966; ANDREWS & 
REID, 1972; PORTUGAL & AKSNES, 1983), rim (RODRIGUES et al., 2009) e 
brânquias (CARVAJAL et al., 1984) de moluscos.  
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5.3.2. Saturação das arginases de N. concinna por L-arginina 
 Diferente de vários estudos conduzidos com arginases de invertebrados, os 
estudos cinéticos conduzidos com as arginases de N. concinna foram levados a 
efeito em pH 7,4 tendo como base o pH dos fluídos branquiais desse gastrópode 
(WEIHE & ABELE, 2008). As curvas de saturação da ARG branquial para L-arginina 
foram típicas de enzimas hiperbólicas com um único sítio ativo, e valor de KM 
próximo da ARG renal do bivalve antártico Laternula elliptica (RODRIGUES et al., 
2009). Contudo, valores bem menores de KM foram descritos para as arginases de 
bivalves não antárticos, como Semele solida (CARVAJAL et al., 1994a) e Dreissena 
polymorpha (TORMANEN, 1997). A inibição das arginases de N. concinna por L-
arginina acima de 80 mM, aparentemente, não tem significado fisiológico, pois a 
concentração de L-arginina do pé muscular desse gastrópode (PÖRTNER et al., 
1999b) é cerca de 20 vezes menor do que a concentração inibitória da ARG. 
Concentrações elevadas L-arginina inibiram as arginases de alguns invertebrados 
em pH próximo de 9,5 (CAMPBELL, 1966; HANLON, 1975), embora a inibição da 
ARG muscular do molusco Chiton latus em pH 9,5 não tenha sido confirmada em pH 
7,5 (CARVAJAL et al., 1988). 
 Geralmente, músculos apresentam níveis baixos ou indetectáveis de ARG 
(CARVAJAL et al., 1984). Contudo, o pé muscular de N. concinna apresenta níveis 
relativamente elevados de ARG, com valor de KM cerca de 8 vezes maior do que a 
concentração de L-arginina do pé muscular (PÖRTNER et al., 1999b; RODRIGUES 
et al., 2009). Na condição onde KM >> [substrato], a velocidade das reações 
enzimáticas variam linearmente em função da concentração do substrato (SEGEL, 
1993). Assim, potencialmente a ARG do pé muscular de N. concinna pode modular 
os níveis de L-arginina in vivo.  
 A principal via de remoção da L-arginina formada no pé muscular de 
moluscos, durante a transferência de fosfatos de alta energia da fosfo-L-arginina 
para o pool de adenilatos, envolve a biossíntese de octopina, que é catalisada pela 
enzima octopina desidrogenase (PÖRTNER, 2002). Contudo, o pé muscular de N. 
concinna não acumula octopina na decomposição de fosfágenos, mostrando que a 
remoção de L-arginina deve ocorrer por um outro caminho metabólico (PÖRTNER et 
al., 1999b). No caso do gastrópode Helix pomatia, a remoção do excesso de L-
arginina formada nessa mesma condição metabólica, ocorre via reação catalisada 
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pela ARG (WIESER & PLATZER, 1983). Assim, a ARG do pé muscular pode ser a 
enzima chave do sistema regulatório de L-arginina na remoção de fosfágenos em N. 
concinna. 
 Estudos com invertebrados priorizaram a distribuição tecidual das arginases, 
sem investigar a compartimentalização subcelular. O pé muscular e brânquias de N. 
concinna têm as suas atividades argininolíticas concentradas no citosol, semelhante 
ao que ocorre na brânquia do bivalve marinho S. solida (CARVAJAL et al., 1994a).  
 Vertebrados normalmente expressam duas isoformas de arginases em seus 
tecidos. O tipo I (ARG1), presente no citosol do fígado de animais ureotélicos, 
catalisa a etapa terminal do ciclo da ureia. Já o tipo II (ARG II), que é mitocondrial, 
tem sido apontado como responsável pela controle tecidual dos níveis de L-arginina 
(JENKINSON et al., 1996). Essas duas isoformas tiveram as suas origens na 
duplicação do gene da ARG, que ocorreu em algum momento anterior à divergência 
de anfíbios para mamíferos (PEROZICH et al., 1998; SRIVASTAVA & RATHA, 
2013a). Muitos microrganismos têm somente um gene de ARG, embora 
Schizosaccharomyces pombe tenha genes de ARG I e II (PEROZICH et al., 1998; 
SAMSON, 2000). Uma grande distância evolutiva separa vertebrados de 
microrganismos, e faltam informações filogenéticas sobre a presença de isoenzimas 
de arginases em invertebrados marinhos. A expressão das arginases de brânquias e 
pé muscular de N. concinna no citosol é típica de ARG I, mas infelizmente não 
existem estudos indicando a sua origem filogenética.  
 Duas das cinco curvas de saturação da ARG do pé muscular de N. concinna 
apresentaram perfis sugestivos da presença de duas ou mais atividades 
argininolíticas com propriedades cinéticas distintas. Não obstante, a baixa razão 
entre o número de sítios de alta e baixa afinidade inviabilizou a caracterização 
cinética desses dois sítios ativos. A quantidade insuficiente de tecido/atividade 
argininolítica também comprometeu possíveis estudos de caracterização dessas 
arginases nas frações subcelulares de N. concinna. Contudo, a distribuição 
subcelular da atividade argininolítica (citosol, 85%; mitosol, 15%), reforçam a 
evidência que as duas formas de ARG podem estar presentes no pé muscular de N. 
concinna.  
 A existência de arginases com propriedades cinéticas distintas no rim de L. 
elliptica foi associada com metabolismo energético desse bivalve, que também é 
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baseado em proteínas e demanda controle sobre os níveis de L-arginina 
(RODRIGUES et al., 2009). No caso dos néfrons do roedor Meriones shawi, a 
presença de isoformas cineticamente distintas de ARG foram associadas com a 
formação de urina mais concentrada através de mecanismo de contra corrente 
(HUS-CITHAREL & LEVILLAIN, 1999).  
 No pé muscular de N. concinna, a atividade argininolítica está concentrada 
no mesmo compartimento celular da enzima arginina quinase de moluscos, a qual 
catalisa reversivelmente a síntese de fosfo-L-arginina (TAKEUCHI et al., 2004). 
Como a L-arginina é substrato dessas duas enzimas, a ARG do pé muscular pode 
potencialmente modular a atividade do sistema de decomposição de fosfágenos, 
semelhante ao que ocorre na síntese de óxido nítrico, onde ARG e óxido nítrico 
sintases competem por L-arginina (MORI & GOTOH, 2000).  
5.3.3. Efeito de cátions metálicos sobre a atividade argininolítica 
 A afinidade da ARG do pé muscular de N. concinna por cátions metálicos 
ativadores (Ni2+>>Mn2+>Co2+>Cu2+) é substancialmente diferente da ARG branquial 
(Mn2+>>Cu2+). Essa afinidade varia muito entre espécies, embora Mn2+ seja 
considerado o provável cátion fisiológico (JENKINSON et al., 1996). As arginases 
hepáticas de mamíferos são trímeros com um centro de manganês binuclear em 
cada subunidade, que é responsável pela catálise hidrolítica da L-arginina 
(CHRISTIANSON & COX, 1999). A retirada de um Mn2+ fracamente ligado à 
estrutura de cada subunidade da ARG hepática de rato, resulta na perda de 50% da 
atividade, e a remoção do segundo Mn2+ fortemente ligado à estrutura, leva à 
desnaturação da enzima (HIRSCH-KOLB et al., 1971).  
 O centro binuclear de Mn2+ é considerado o ativador fisiológico das 
arginases, mas  Co2+ e Ni2+ podem substituir o Mn2+ na reação (MARINO et al., 
2013). A troca de dois Mn2+ por dois Co2+ foi capaz de desviar a dependência do pH 
da ARG I humana do pKa 9,5 para 7,5, aumentando em 10 vezes a eficiência 
catalítica (kcat/KM) dessa enzima em pH 7,4 (STONE et al., 2010; MARINO et al., 
2013). A ARG do bivalve D. polymorpha também apresentou preferência por Co2+ 
em pH 7,4, mas essa não é uma característica geral das arginases de moluscos, 
pois a ARG do pé muscular de N. concinna foi ativada por Mn2+>Co2+, e a branquial 
foi inibida por Co2+, semelhante à ARG renal de L. elliptica (tabela 1). A ativação por 
Ni2+ tem sido pouco estudada em pH 7,4, e a preferência das arginases de moluscos 
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normalmente é Mn2+>Ni2+ em pH próximo de 9,5 (CARVAJAL et al., 1984; 
CARVAJAL et al., 1988; CARVAJAL et al., 1994a).   
Tabela 1. Efeito de metais pesados sobre atividade da arginase branquial (NC-B) e do pé 
muscular (NC-M) do gastrópode Nacella concinna (presente estudo), dos tecidos moles do 
bivalve Dreissena polymorpha (DP) (TORMANEN, 1997) e do rim de Laternula elliptica (LE) 
(RODRIGUES et al., 2009).  
Metais DP LE NC-B NC-M 
Controle 100 100 100 100 
Mn2+ 399 92 175 331 
Cu2+ 1 56 124 110 
Co2+ 460 84 82 162 
Ni2+ 393 55 90 571 
Zn2+ 25 71 72 91 
Fe3+ 0 42 77 118 
Hg2+ 19 44 23 56 
Pb2+ ND ND 97 60 
Cd2+ 24 74 21 56 
A atividade argininolítica foi determinada na presença de 1 mmol/L de cátion metálico, em 
relação a atividade da arginase sem a adição de cátions metálicos ao sistema de reação 
(controle). 
ND = Não determinado 
 Até onde temos conhecimento, a ativação por Cu2+ é uma característica 
única das arginases de N. concinna, sendo que esse cátion metálico tem sido 
descrito como um potente inibidor de arginases de bivalves (TORMANEN, 1997; 
RODRIGUES et al., 2009), peixes (SRIVASTAVA & RATHA, 2013a) e mamíferos 
(MUNAKATA et al., 1976; TORMANEN, 2001). No caso das arginases I e II de rato, 
a inibição por Cu2+ foi alostérica, e envolveu, provavelmente, a ligação do Cu2+ com 
resíduos de cisteína e histidina fora do sítio ativo (TORMANEN, 2001). Contudo, a 
formação de centros de Mn2+, Co2+ e Ni2+ ativadores de arginases também envolvem 
a ligação desses metais com resíduos de histidina no sítio ativo (D’ANTONIO et al., 
2012), tornando o Cu2+ um potencial substituto do Mn2+ na formação de centros 
metálicos binucleares. A troca de Mn2+ por um outro cátion metálico nem sempre 
restaura plenamente as funções catalíticas das arginases, visto que a substituição 
de Mn2+ por Cd2+ restaurou apenas 15% da atividade da ARG do pé muscular de C. 
latus (CARVAJAL et al., 1988). Assim, a formação de um centro de Cu2+ deve ser 
considerada como um possível mecanismo para explicar a ativação das arginases 
de N. concinna. 
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 A maior tolerância de organismos antárticos ao Cu2+ pode ter relação com os 
níveis naturalmente elevados desse metal em sedimentos marinhos (RODRIGUES 
et al., 2009; LO GIUDICE et al., 2013), os quais são equivalentes aos das regiões 
mais poluídas do planeta (AHN et al., 1996; GUERRA et al., 2011). O Cu2+ 
acumulado no rim do bivalve antártico L. elliptica é cerca de quatro vezes maior do 
que no pool de tecidos moles do bivalve não antártico D. polymorpha (tabela 2), 
sendo que a ARG renal de L. elliptica é expressivamente mais resistente à inibição 
por Cu2+ do que a ARG de D. polymorpha (tabela 1). Por outro lado, os níveis de 
Cu2+ do pé muscular de N. concinna é apenas o dobro de D. polymorpha, mas a 
razão Mn:Cu = 0,9 do pé muscular de N. concinna, é cerca de seis vezes menor do 
que (Mn:Cu = 5,8) em D. Polymorpha, e no rim de L. elliptica (tabela 2). 
Considerando que Mn2+ é o provável cátion fisiológico ativador das arginases, bem 
como uma possível competição entre Mn2+ e Cu2+ pela formação de um centro 
metálico, a baixa razão Mn:Cu do pé muscular de N. concinna, pode ter forçado a 
seleção de as arginases ativadas por Cu2+.  
Tabela 2. Níveis de alguns metais pesados (µg.g-1 peso seco) no rim (LE-R) e músculo (LE-
M) de Laternula elliptica (AHN et al., 1996); pé muscular (NC-M) (CURTOSI et al., 2010) e 
brânquias (NC-B) (WEIHE et al., 2010) de Nacella concinna e pool dos tecidos moles do 
bivalve Dreissena polymorpha (DP) (ALCARAZ et al., 2011).  
Metais DP LE-R LE-M NC-B NC-M 
Mn2+ 48,3 190,0 102,0 ND 14,6 
Cu2+ 8,4 33,3 50,0 ND 16,4 
Zn2+ 79,0 1687,0 115,0 43,0 44,9 
Pb2+ 0,86 37,7 1,4 ND 0,45 
Cd2+ 0,30 41,9 3,9 6,2 25,3 
ND = Não determinado 
 A ativação mais eficaz de Cu2+ com Co2+ em relação a Co2+, Mn2+ ou Cu2+ 
isoladamente, revelou uma ação sinérgica desses dois cátions metálico na ativação 
da ARG do pé muscular de N. concinna (tabela 3). Embora Co2+ tenha inibido 
levemente a atividade da ARG branquial, a combinação de Cu2+ com Co2+ ativou em 
nível equivalente ao da ativação por Mn2+ (tabela 4). A forte ativação da ARG do pé 
muscular por Ni2+ não foi observada na presença de Cu2+, sugerindo que a afinidade 
da ARG do pé muscular pelo cátion ativador Cu2+ é bem maior do que por Ni2+. Já a 
ARG branquial apresentou um comportamento cinético totalmente diferente em 
relação ao Ni2+, não sendo ativada nem inibida, mesmo na presença de Cu2+. Uma 
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das possíveis explicações para o efeito combinado de cátions metálicos sobre a 
atividade de arginases seria a capacidade das arginases formarem centros 
metálicos heteronucleares com atividades distintas. Nesse sentido, a formação 
Mn2+Co2+ in vitro foi capaz de restaurar parcialmente as funcionalidades da Mn2+ 
ARG I H1O1N de rato (D’ANTONIO et al., 2012).  
Tabela 3. Efeito de metais sobre a atividade argininolítica do pé muscular de Nacella 
concinna. As atividades argininolíticas foram determinadas em sistemas de reação contendo 
um cátion metálico 1 mmol/L-1, e dois cátions metálicos, cada um 1 mmol.L-1. Atividade foi 
relativizada em função do controle (sem adição de cátions metálicos), ao qual foi atribuído o 
valor de 100%.  
Cátions 
Metálicos Mn
2+ Cu2+ Co2+ Ni2+ Zn2+ Fe3+ Pb2+ Hg2+ Cd2+ 
Mn2+ ###  ###  ##  ##  --- ##  ##  $$  $  
Cu2+  #  ####  #  $  $  $  $$  --- 
Co2+   #  na na na na na na 
Ni2+    #####  na na na na na 
Zn2+     --- na na na na 
Fe3+      --- na na na 
Pb2+       $  na na 
Hg2+        $  na 
Cd2+         $ 
(#) = grau de ativação em relação ao controle (uma seta em até 200%, duas setas entre 
200% e 300%; três setas entre 300% e 400% e quatro setas entre 400% e 500%; cinco 
setas entre 500% e 600%) ; ($) = grau de inibição em relação ao controle (uma seta em até 
50% da atividade do controle; duas setas entre zero e 50% do controle); (---) não modulou 
significativamente a atividade enzimática; (na) = não analisado 
 A presença de pools bioreativos de cátions metálicos nos tecidos 
(WILLIAMS & FRAUSTO DA SILVA, 2000) sugere que as arginases, 
potencialmente, podem formar centro metálico não apenas com Mn2+, mas também 
com outros cátions divalentes. Assim, a atividade argininolítica dos tecidos poderia 
ser influenciada pela biodisponibilidade de cátions metálicos. Estudo in vivo com 
Helicobacter pylori, crescendo em meio de cultura contendo Co2+ como único cátion 
metálico, mostrou que Co2+ foi capaz de ativar a ARG dessa bactéria in vivo, em 
nível expressivamente maior do que em meio contendo Mn2+ (MCGEE et al., 2004). 
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Assim, os níveis relativamente elevados de Cu2+ e Cd2+ dos ecossistemas marinhos 
antárticos poder ter forçado a seleção de arginases ativadas por Cu2+ e mais 
resistentes à inibição por Cd2+.   
Tabela 4. Efeito de metais sobre a atividade argininolítica branquial de Nacella concinna. As 
atividades argininolíticas foram determinadas em sistemas de reação contendo cátion 
metálico 1 mmol/L-1 e dois cátions metálicos, cada um 1 mmol.L-1. Atividade foi relativizada 
em função do controle (sem adição de cátions metálicos), ao qual foi atribuído o valor de 
100%.  
Cátions 
Metálicos Mn
2+ Cu2+ Co2+ Ni2+ Zn2+ Fe3+ Pb2+ Hg2+ Cd2+ 
Mn2+ #  #  $  $  $  $  --- $$  $$  
Cu2+  #  #  $  $  $  $  $$  $  
Co2+   $  na na na na na na 
Ni2+    --- na na na na na 
Zn2+     $  na na na na 
Fe3+      $  na na na 
Pb2+       --- na na 
Hg2+        $$  na 
Cd2+         $$  
(#) = grau de ativação em relação ao controle (uma seta em até 200%, duas setas entre 
200% e 300%; três setas entre 300% e 400% e quatro setas entre 400% e 500%; cinco 
setas entre 500% e 600%) ; ($) = grau de inibição em relação ao controle (uma seta em até 
50% da atividade do controle; duas setas entre zero e 50% do controle); (---) não modulou 
significativamente a atividade enzimática; (na) = não analisado 
 Zn2+ e Fe3+ não modularam a atividade da ARG do pé muscular de N. 
concinna, e inibiram fracamente a ARG branquial. Esses dois cátions metálicos são 
conhecidos inibidores de arginases de moluscos. Zn2+ é capaz de inibir fortemente a 
ARG do gastrópode Concholepas concholepas (CARVAJAL et al., 1984), e Zn2+ e 
Fe3+ são potentes inibidores da ARG do bivalve D. polymorpha (TORMANEN, 1997). 
O mecanismo de inibição das arginases por Fe3+ é desconhecido, mas Zn2+ forma 
um centro metálico trinuclear com dois Mn2+ (D’ANTONIO et al., 2012). A inibição da 
ARG humana I por Zn2+ é competitiva em relação à L-arginina, a qual não é revertida 
pela adição de  Mn2+, Co2+ e Ni2+ (CARVAJAL et al., 1995). Como a adição de Mn2+ 
não foi capaz de reverter a inibição das arginase do pé muscular e brânquias de N. 
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concinna por Zn2+, a inibição é compatível com a formação de um centro metálico 
trinuclear. O Cu2+ também não foi capaz de ativar as arginases de N. concinna na 
presença de Zn2+, sugerindo que Cu2+ deve exercer o seu efeito ativador através da 
formação de um centro metálico.   
 Cádmio, mercúrio e chumbo são metais não essenciais e tóxicos, mesmo 
em baixas concentrações. Potencialmente, esses metais podem deslocar ou 
substituir cofatores metálicos de enzimas, e comprometer as atividades de sistemas 
fisiológicos (TORRES et al., 2008). O grau de inibição da ARG branquial de N. 
concinna por Hg2+ e Cd2+ foi semelhante ao das arginases do gastrópode C. 
concholepas (CARVAJAL et al., 1984) e do bivalve S. solida (CARVAJAL et al., 
1994a). Todavia, a ARG do pé muscular de N. concinna mostrou maior resistência à 
inibição por Cd2+ e Hg2+, semelhante à ARG renal do bivalve antártico L. elliptica 
(RODRIGUES et al., 2009).  
 Normalmente Cd2+ é um inibidor de arginases, mas substitui parcialmente o 
Mn2+ em algumas reações catalisadas por arginases (FUENTES et al., 1994). Cd2+ 
aparece naturalmente elevado na fração fitoplanctônica dos mares Antárticos, e 
sofre biomagnificação em níveis tróficos superiores (HONDA et al., 1987). O nível de 
Cd2+ do rim do filtrador L. elliptica e pé muscular de N. concinna são cerca de duas 
ordens de grandeza maiores do que os níveis de Cd2+ presente no pool de tecidos 
moles do bivalve não antártico D. polymorpha (Tabela 2). No caso de L. elliptica, o 
tecido renal concentra a maior parte da atividade argininolítica, e o Cd2+ inibiu em 
apenas 26% a atividade da ARG (Tabela 1). Assim, a maior resistência das 
arginases de N. concinna à inibição por Cd2+ na presença de Cu2+, sugere uma 
possível vantagem adaptativa na ocupação de nichos ricos em Cd2+ e Cu2+.  
 O Hg2+ tem características de um poluente global, e tem sido apontado como 
um sério contaminante dos ecossistemas antárticos. O acúmulo de Hg2+ em liquens, 
invertebrados e no fígado de vertebrados tem chamado a atenção para os possíveis 
impactos desse metal sobre os ecossistemas marinhos costeiros da Antártica (RIVA 
et al., 2004; BARGAGLI, 2008). Apesar da bioacumulação de Hg2+ nos tecidos de 
organismos Antárticos, a concentração nos sedimentos da Baia do Almirantado está 
próxima da concentração da crosta terrestre continental inferior (SANTOS et al., 
2006). O Hg2+ se mostrou um potente inibidor das arginases de brânquias e pé 
muscular de N. concinna, semelhante ao observado em estudo com a ARG hepática 
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de Mexican axolotl (PALACIOS et al., 1969). A ação combinada com Mn2+ ou Cu2+ 
acentuou ainda mais a inibição por Hg2+, mostrando que as arginases desse 
gastrópode são vulneráveis à ação deletéria desse metal pesado de origem 
antropogênica. 
 Já o Pb2+ é o mais comum dos metais não essenciais contaminante de 
solos, e representa uma ameaça para a saúde dos ecossistemas (CHAPMAN et al., 
2013), pois pode inibir a atividade de diversas enzimas, substituir impropriamente o 
Ca2+ em processos fisiológicos e induzir estresse oxidativo (SHARMA et al., 2014). 
Apenas a ARG do pé muscular de N. concinna foi inibida pelo Pb2+, mas a adição de 
Mn2+ aboliu essa inibição e ativou expressivamente a ARG. O efeito do Pb2+ sobre a 
atividade argininolítica tem sido pouco estudado. Esse cátion metálico foi capaz de 
inibir em 86% a atividade da ARG de D. polymorpha em pH 9,5, mas não foi capaz 
de alterar a atividade da ARG branquial de N. concinna. Os níveis de Pb2+ 
encontrado de sedimentos marinhos da Enseada Potter Cove e da Baía do 
Almirantado, ambas localizadas na Ilha Rei George, foram semelhantes aos valores 
da linha de base natural de diversas regiões não poluídas do planeta (ANDRADE et 
al., 2001; SANTOS et al., 2005).  
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6. CONCLUSÕES 
ü A glândula digestiva de Nacella concinna é capaz de prevenir lesões oxidativas 
no estresse termo-salino de curto prazo, o qual é naturalmente vivenciado por 
esse gastrópode durante o período de baixa mar, na zona entremarés da 
Antártica;  
ü O gastrópode N. concinna modula distintamente a sua defesa antioxidante em 
brânquias, pé muscular e glândula digestiva, basicamente elevando o potencial 
dismutador de superóxido e o potencial redox gerador de NADPH+H+ dos 
tecidos; 
ü O metabolismo energético branquial não é modulado no estresse térmico (4 oC) 
de curto prazo, mas a hipossalinidade é capaz de elevar o potencial aeróbio 
gerador de ATP, aumentando os níveis de CS e IDH; 
ü O aquecimento em 4 oC é capaz de elevar o potencial glicolítico do pé 
muscular, aumentando os níveis das enzimas HK, PFK e PK; 
ü O aumento dos níveis de GDH e AST no pé muscular no estresse hipossalino 
de curto prazo, sugere a participação dessas enzimas no controle osmótico 
desse tecido; 
ü O uso das respostas metabólicas de N. concinna como biomarcadoras devem 
ser vistas com cautela, pois apesar ter sido recomendado como biomonitor 
para contaminação por metais e HPAs, várias enzimas da defesa antioxidante 
e do metabolismo energético/nitrogenado, são moduladas também por 
aquecimento e hipossalinidade, bem como por interações entre esse fatores, 
condições vivenciadas diariamente no ambiente natural de N. concinna; 
ü A defesa antioxidante da glândula digestiva foi parcialmente eficaz em prevenir 
lesões oxidativas na exposição ao esgoto da EACF. O aumento dos níveis 
SOD, CAT e GST contribuíram para evitar a oxidação lipídica, mas não a 
carbonilação proteica na diluição de 0,05% (v/v); 
ü A exposição ao esgoto da EACF não foi capaz de modular a defesa 
antioxidante do pé muscular; 
ü O aumento dos níveis de G6PDH e ARG das brânquias pode ter relação com 
as necessidades regenerativas desse tecido, o qual ficou diretamente exposto 
à ação deletéria do esgoto, considerando que as enzimas G6PDH e ARG são 
essenciais para divisão celular e regeneração tecidual; 
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ü Na exposição ao esgoto, as brânquias modularam positivamente o 
metabolismo aeróbio e anaeróbio, sugerindo o aumento da demanda 
energética desse tecido; 
ü O esgoto é capaz de elevar o potencial glicolítico no pé muscular de N. 
concinna, observado pelo aumento dos níveis de PFK e PK, duas enzimas 
reguladoras da via; 
ü Brânquias e pé muscular de N. concinna concentram as maiores atividades de 
ARG em relação ao pool dos demais tecidos. As arginases de ambos os 
tecidos estão principalmente localizadas no citosol, e apresentam propriedades 
cinéticas distintas em relação ao KM e ativação/inibição por metais; 
ü O elevado potencial argininolítico das brânquias de N. concinna, em conexão 
com o metabolismo nitrogenado desse gastrópode, sugere que a ARG 
branquial pode ser a principal enzima responsável pelo controle sistêmico dos 
níveis de L-arginina;  
ü A ARG do pé muscular apresenta níveis e propriedades cinéticas adequadas 
para controlar os níveis de L-arginina do pé muscular desse gastrópode, 
considerando que os níveis de ODH são cerca de duas vezes menores do que 
os de ARG; 
ü O Cu2+ foi capaz de reverter parcialmente a inibição da ARG do pé muscular e 
das brânquias por Cd2+, o que pode ter contribuído para N. concinna ocupar 
nichos ricos em Cu2+ e Cd2+, no litoral da Península Antártica e Ilhas 
adjacentes; 
ü A ativação por Cu2+ é uma característica única das arginases de N. concinna. 
Contudo, o comportamento cinético das arginases de desse patelídeo não 
podem ser generalizado para todos os gastrópodes ou outros moluscos, e nem 
mesmo ao tipo de ambiente, pois pode ter relação com outros fatores, tais 
como o hábito alimentar e os mecanismos de defesa molecular das espécies, 
como por exemplo, a expressão de metalotioneínas e a formação de grânulos 
eletrodensos. O hábito raspador de biofilme do substrato expõe o gastrópode 
N. concinna à níveis mais elevados de Cu2+ presentes nos sedimentos 
marinhos antárticos. Assim, a presença de arginases ativadas por Cu2+ sugere 
uma possível microevolução que contribuiu para adaptação de N. concinna aos 
níveis naturalmente elevados de Cu2+ do litoral da Península Antártica e Ilhas 
adjacentes.   
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